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Einleitung 




1.1 Bedeutung von Tierversuchen in der Wissenschaft 
Tiere werden in der Wissenschaft zur Erforschung von physiologischen Prozessen, Überprüfung der 
Produktsicherheit und zur Entwicklung von Therapien verwendet. Laut dem Tierschutzbericht des 
Bundesministeriums für Ernährung und Landwirtschaft (BMEL) von 2015 ist die Anzahl der 
verwendeten Wirbeltiere im Zeitraum von 2003 bis 2012 von 2.212.376 auf 3.080.727 Tiere jährlich 
angestiegen. Seit 2013 ist eine sinkende Tendenz erkennbar. Für 2017 wird eine Anzahl von 
2.807.297 Wirbeltieren und Kopffüßern angegeben. Die meisten Tiere wurden für die 
Grundlagenforschung verwendet. Sowohl in Deutschland (2017: 58 %, davon 49 % Mäuse) als auch in 
der europäischen Union (EU) (2011: 75 %) zieht man vor allem Mäuse und Ratten für 
wissenschaftliche Zwecke heran. Zu begründen ist dies mit einer kurzen Generationsfolge, einfachen 
Haltungsbedingungen, dem vermehrten Einsatz transgener Mäuse und der vollständigen 
Entschlüsselung ihres Genoms. Laut den aktuellsten verfügbaren Zahlen der Europäischen 
Kommission wurden in der EU 2011 ca. 11,5 Millionen Tiere für wissenschaftliche Versuche 
verwendet. 2008 waren es noch 12 Millionen Tiere. Mit der Tierschutzrichtlinie 2010/63/EU und dem 
Durchführungsbeschluss 2012/707/EU wurde das Meldewesen für Tierversuche innerhalb der EU 
vereinheitlicht und der Anwendungsbereich der bisherigen Richtlinie auf die Verwendung von Tieren 
in der Grundlagenforschung erweitert (DRZE 2017, BMEL 2015). 
Soweit es möglich ist, werden Tierversuche (in-vivo-Methoden) durch alternative Methoden (in-vitro) 
wie z.B. Zellkulturen ersetzt. Sie werden jedoch auch in naher Zukunft die in vivo-Modelle nicht 
vollständig ersetzen, gewinnen aber in der Forschung zunehmend an Bedeutung und werden 
staatlich gefördert. Beispielsweise fördert das BMEL die Stiftung zur Förderung der Erforschung von 
Ersatz- und Ergänzungsmethoden zur Einschränkung von Tierversuchen und vergibt jährlich den 
Tierschutzforschungspreis (15.000 €) zur Förderung methodischer Arbeiten mit dem Ziel der 
Einschränkung und des Ersatzes von Tierversuchen (BMEL 2015). 
 
1.2 Bedeutung dieser Arbeit für die Veterinärmedizin 
Die präklinische Forschung ist für die Humanmedizin wie auch für die Veterinärmedizin von großer 
Relevanz. Der Erkenntnisgewinn der Grundlagenforschung ist die Basis für den klinischen Einsatz. 
Tierversuche sind hierfür nach wie vor essentiell. Es gibt zurzeit kein geeignetes in-vitro-Modell für 
dreidimensional wachsende Tumore, welches in seiner Komplexität dem Gewebe in vivo entspricht. 
Es besteht der Bedarf, Fortschritte bei der Entwicklung neuer Tumor-Modelle zu erzielen. Zurzeit ist 
man deshalb bei der Untersuchung dieser komplexen Mechanismen auf Tiermodelle angewiesen. 
Mausmodelle sind in der Glioblastomforschung ein fest etablierter Bestandteil (HUSZTHY et al. 2012). 
Auch in dieser Arbeit wurde die Maus als Versuchstier für die in vivo Versuche gewählt.  
Der Erkenntnisgewinn dieser Arbeit ist auch von veterinärmedizinischer Bedeutung, da auch 
Kleintiere wie Hunde und Katzen spontan Glioblastome entwickeln können (HUSZTHY et al. 2012). 
Primäre Hirntumore kommen beim Hund 3 x häufiger vor als beim Menschen. Boxer, Dobermann, 
Golden Retriever, Old english Sheepdogs, Pinscher und Scottish Terrier haben ein erhöhtes Risiko, an 
intrakraniellen Neoplasien zu erkranken (GARCIA et al. 2011). Vor allem die brachyzephalen Rassen 
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haben eine Prädisposition für Glioblastome (DICKINSON et al. 2010). Canine Glioblastome haben ein 
dem humanen Glioblastom vergleichbares, hochinvasives Wachstum (GARCIA et al. 2011). 
Aufgrund verschiedener Abbruchkriterien aus tierschutzrechtlichen Gründen, des hohen 
therapeutischen Aufwandes, der damit verbundenen Kosten und der hohen emotionalen Belastung 
der Besitzer ist die Behandlung eine große Herausforderung. Die Tiermedizin kann von neuen 
Therapiemethoden aus der Humanmedizin, die womöglich schonender und effektiver sind, 
profitieren. In der Regel basieren die Tumortherapieansätze in der Veterinärmedizin auf den 
Behandlungsprotokollen der Humanmedizin. Die Protokolle sind üblicherweise komplikationslos 
übertragbar, da die in der Humanmedizin angewandten Therapieverfahren wiederum durch 
Tierversuche erarbeitet wurden (DFG 2016). Somit können die Ergebnisse aus dieser Arbeit nicht nur 
im humanmedizinischen Bereich zu neuen Therapieansätzen führen, sondern auch Kleintiere 
könnten von den Forschungsergebnissen profitieren. 
 
1.3 Zielsetzung 
Einfache Zellkulturen sind für tumorbiologische Untersuchungen häufig nicht ausreichend, da sie der 
Komplexität des Gewebes in vivo nicht entsprechen. Aufwändige in vivo- und ex vivo-Modelle sind 
notwendig, um die Effizienz einer therapeutischen Intervention beurteilen zu können. 
Im Rahmen dieser Dissertation sollte, nach dem Anlegen von Zellkulturen stabiler, Luciferase 
exprimierender Reporter-Glioblastomzelllinien, ein orthotopes Glioblastom-Xenotransplantatmodell 
in der Maus etabliert werden. Es sollten optimale Durchführungsprotokolle erstellt und die 
Wachstumskinetik der Tumoren charakterisiert werden. Außerdem sollte eine lokale therapeutische 
Intervention mit Komplexen aus Polymeren und siRNAs bzw. antimiRs erfolgen und der Verlauf unter 
anderem mittels Biolumineszenzimaging überwacht werden. Nach Abschluss des Experimentes 
sollten die tumortragenden Hirne immunhistochemisch untersucht werden. Neben der Therapie 
sollten erstmals Tissue Slice Cokulturen aus Maushirnen mit orthotopen Xenotransplantaten 
hergestellt und durch immunhistochemische Untersuchungen bezüglich des Tumorwachstums und 
der Invasivität in das umliegende Normalgewebe charakterisiert werden. Des Weiteren sollte ein 
subkutanes Xenotransplantmodell etabliert werden, bei dem das Tumorwachstum mittels 
Biolumineszenzimaging überwacht wird, eine therapeutische Applikation von PEI-komplexierten 













2.1 Das Glioblastom 
Das Glioblastom, auch Glioblastoma multiforme (GBM) genannt, ist ein inhomogener, bösartiger 
hirneigener Tumor. Die Bezeichnung entstammt der Annahme, dass sich dieser Tumor aus 
Glioblasten (der embryonalen Vorstufe der Gliazellen) entwickelt und der Feststellung, dass seine 
Erscheinungsform mit Einblutungen, Nekrosen und Zysten sehr verschieden sein kann (BAILEY et al. 
1926). Laut der WHO-Klassifizierung gehört das GBM zu den Astrozytomen Grad IV. Dieser Kategorie 
werden mitotisch aktive, zu Nekrosen neigende, zytologisch maligne, infiltrativ wachsende 
Neoplasien mit mikrovaskulärer Proliferation zugeordnet, die in der Regel mit einem tödlichen 
Ausgang verbunden sind (LOUIS et al. 2007).  
 
2.1.1 Ätiologie 
GBM entsteht zu 90 % de novo (primäres GBM) und zu 10 % aus Grad II oder III Astrozytomen 
(sekundäres GBM) (OLAR et al. 2014). Sekundäre GBM weisen eine Punktmutation im Isocitrat-
dehydrogenase-Gen (IDH1-Gen) auf, welches ein Enzym des Citratzyklus, die Isocitrat-
Dehydrogenase, kodiert (KHURSHED et al. 2017). Dadurch wird die Bildung des Enzymprodukts α-
Ketoglutarat und somit die davon abhängigen Dioxigenasen gehemmt, wodurch der Spiegel des 
Transkriptionsfaktors hypoxia-inducible factor-1 α (HIF 1 α), der das Tumorwachstum fördert, steigt 
(ZHAO et al. 2009). 
Die in der Tumorgenese involvierten Signalwege finden sich in primären und sekundären GBM 
unterschiedlich häufig. Eine Mutation des Tumorsuppressorgens TP53 tritt in sekundären GBM mit 
81 % häufiger auf als in primären GBM mit 27 % (NOBUSAWA et al. 2009). Der Transkriptionsfaktor 
p53 ist durch die Mutation nicht mehr fähig an die DNA zu binden und die Transkription von p21 
auszulösen, was wiederum die Regulation des Zellzyklus zwischen der G1- und S-Phase stört und zu 
unkontrolliertem Wachstum der Zelle führt (OHGAKI et al. 2009). 
Das Gen des epidermalen Wachstumsfaktor Rezeptors (EGFR) ist in 37 % der primären GBM 
amplifiziert, wohingegen dies in sekundären GBM nur sehr selten vorkommt (BALSS et al. 2008). Die 
Amplifikation des EGFR-Gens führt durch eine Überexpression des Wachstumsrezeptors zu erhöhter 
Zellproliferation und -migration, sowie zur Inhibition der Apoptose (WEE et al. 2017). 
24 % der primären GBM weisen eine PTEN-Mutation auf. In sekundären GBM kommt diese 
wiederum nur selten vor (LOUIS et al. 2016). Dieses Gen codiert für eine Phosphatase, welche das 
Membranlipid Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) dephosphoryliert. Wird sie inaktiviert, 
geht die hemmende Wirkung auf die Signaltransduktion verloren und es kommt zu unkontrollierter 
Zellproliferation (OHGAKI et al. 2009). 
 
2.1.2 Epidemiologie   
GBM macht mit 56,6 % die Mehrheit aller Gliome aus. Für bösartige Tumore ist die Inzidenzrate am 
höchsten für GBM mit 3,21 / 100.000 Menschen. 14,7 % aller primären Tumore des Zentral-
nervensystems und 47,7 % aller primären, bösartigen Hirntumore entfallen auf GBM. GBM kommt 
häufiger bei älteren Erwachsenen als bei Kindern vor. Die Häufigkeit steigt mit zunehmendem Alter. 
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Am häufigsten tritt GBM bei 75-84 Jährigen auf. GBM ist bei Männern 1,58 x häufiger als bei Frauen 
und bei weißen Menschen 1,93 x häufiger als bei schwarzen Menschen (OSTROM et al. 2018). 
                                                        
2.1.3 Prognose 
Die relative Überlebenszeit über 5 Jahre nach der Diagnose liegt bei 5,6 % (OSTROM et al. 2018). Für 
primäre GBM liegt die mittlere Überlebensrate nach chirurgischer Intervention und Strahlentherapie 
bei 9,9 Monaten und erhöht sich durch zusätzliche Chemotherapie auf 15 Monate. Für sekundäre 
GBM liegt die mittlere Überlebensrate nach chirurgischer Intervention und Strahlentherapie bei 24 
Monaten und erhöht sich durch zusätzliche Chemotherapie auf 31 Monate (LOUIS et al. 2016). 
 
2.1.4 Therapie 
Als Standardtherapie gilt die weitest mögliche Resektion, mit anschließender Strahlentherapie und 
der begleitenden Chemotherapie mit Temozolomid. Bei älteren Patienten sollte der 
Methylierungsstatus des O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase-(MGMT)-Promoters untersucht 
werden. Patienten mit Tumoren ohne MGMT-Promoter-Methylierung sollten nur mit 
Strahlentherapie behandelt werden. Bei Patienten mit Tumoren mit MGMT-Promoter-Methylierung 
ist die Behandlung mit Temozolomid allein oder zusammen mit Strahlentherapie Standard. Für 
Patienten mit Rezidiven gibt es keine Standardtherapie. Die Indikationen für eine erneute Operation, 
Strahlentherapie oder Chemotherapie sollten individuell geprüft werden. Bei einer erneuten 
Chemotherapie sind Nitrosoharnstoffe, Temozolomid oder Bevacizumab die Mittel der Wahl (DGN 
2015). 
 
2.2 Small interfering RNA (siRNA) 
SiRNAs sind kurze, doppelsträngige RNA-Moleküle mit einer Länge von 21-23  Nukleotiden (nt) und 
einem Überhang von 2 nt am 3´-Ende der jeweiligen Einzelstränge. Während am 3'-Ende je eine freie 
Hydroxlygruppe zu finden ist, sind die 5´-Enden phosphoryliert (ELBASHIR et al. 2001). Diese kleinen, 
nicht kodierenden RNA-Moleküle vermitteln eine sequenzspezifische Spaltung von mRNA, wodurch 
es zu ungeschützten Enden und zur Degradation kommt (Knockdown/Silencing). Hierbei handelt es 
sich um einen hochkonservierten zellulären Prozess, welcher als RNA-Interferenz (RNAi) bezeichnet 
wird. Der Begriff wurde 1998 von FIRE et al. geprägt. Durch Untersuchungen in dem Fadenwurm 
Caenorhabditis elegans konnten sie belegen, dass die Stummschaltung von Genen durch 
doppelsträngige RNA (dsRNA) vermittelt wird (FIRE et al. 1998). RNAi kann auch durch 
plasmidkodierte short hairpin RNA (shRNA) ausgelöst werden (BRADLEY et al. 2005). Längere dsRNA 
und shRNA werden mittels RNase III Endonuklease Dicer in siRNAs gespalten (BERNSTEIN et al. 2001). 
Die RNase III Endonuklease Dicer liegen gebunden an TRBP und Ago2 vor, was als RNA-induced 
silencing complex loading complex (RISC-LC) bezeichnet wird (MACRAE et al. 2008). Die 
doppelsträngige siRNA interagiert mit dem Enzym Argonaute, wird in den RISC geladen und in den 
guide (antisense) und passenger (sense) Strang gespalten (HAMMOND et al. 2000, MATRANGA et al. 
2005). Der Strang mit der schwächeren Basenpaarung am 5´-Ende wird zum guide-Strang (TOMARI et 
al. 2005). Der sense-Strang wird in das Zytoplasma abgegeben und durch Exonukleasen degradiert. 
Mit Hilfe des im aktivierten RISC (RISC*) verbleibenden guide-Strangs wird die Ziel-mRNA durch 
komplementäre Basenpaarung gebunden und durch Ago2 gespalten (MATRANGA et al. 2005). 
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Anschließend diffundiert der RISC wieder ab, wodurch die Spaltprodukte frei im Zytoplasma 
vorliegen und durch Exonukleasen abgebaut werden (PLASTERK 2002) (Abb. 1). 
SiRNAs sind synthetisch herstellbar und ermöglichen es somit, pathologisch überexprimierte Gene 
oder Reportergene zu inhibieren (AIGNER et al. 2015). In dieser Arbeit wurden siRNAs gegen Polo-




































2.3 MicroRNA (miRNA) 
MicroRNAs (miRNAs) sind endogene, hochkonservierte, etwa 17 bis 25 Nukleotide kurze RNA-
Moleküle, die nicht für Proteine kodieren und durch spezifische Interaktion mit messengerRNA 
(mRNA) die Translation in Viren, Pflanzen und  Säugetieren hemmen oder zur Spaltung und zum 
Abbau von mRNA führen (BARTEL  2004, STENVANG et al. 2012). Die erste beschriebene miRNA war 
lin-4, ein Gen, welches den zeitlichen Verlauf der Larvenentwicklung von Caenorhabditis elegans 
steuert. Diese miRNA kodiert nicht für ein Protein, sondern für zwei kurze RNAs. Die  längere  RNA 
mit 61 nt hielt man für eine Vorläuferstruktur der kürzeren 22 nt langen RNA. Es wurde festgestellt, 
dass diese RNAs eine antisense-Komplementarität zu verschiedenen Sequenzen im 3 ́-
 
Abb. 1: RNAi-Mechanismus. Der RNAi-Mechanismus kann durch verschiedene Moleküle ausgelöst 
werden. ShRNAs können durch Viren oder Plasmide kodiert sein, während pre-miRNAs endogen 
exprimiert werden. Längere dsRNAs, shRNAs oder pre-miRNAs werden von RNase III Endonuklease 
Dicer in kleinere Fragmente von 21-23 nt (siRNA oder miRNA) gespalten. Es können auch 
synthetische siRNAs / miRNAs direkt in die Zelle eingeschleust werden. Die kleinen doppelsträngigen 
RNAs werden in den RISC geladen und der sense-Strang wird abgebaut. Der aktivierte RISC* mit dem 
antisense-Strang bindet an komplementäre mRNA-Sequenzen und führt zu dessen Spaltung und 
Abbau.  
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untranslatierten Bereich (3 ́UTR) des lin-14-Gens haben, was eine verminderte Expression von lin-14 
zur Folge hat und den Übergang vom ersten zum zweiten Larvenstadium bewirkt (LEE et al. 1993). 
Inzwischen geht man davon aus, dass miRNAs die Expression von ungefähr 30 % aller Proteine im 
Menschen steuern und verschiedenste zelluläre Prozesse regulieren können (LEWIS et al. 2005). 
MicroRNAs werden im Nukleus von der RNA-Polymerase II als mehrere tausend Nukleotide lange 
Primärtranskripte (pri-mRNA) von Introns proteinkodierender Gene oder Exons bzw. Introns langer 
nicht codierender RNA transkribiert. Diese Pri-miRNA wird im Zellkern durch den aus DGCR8, einem 
dsRNA bindenden Protein, und der RNase III-Endonuklease Drosha bestehenden Mikroprozessor-
Komplex zu etwa 70 nt langen und als precursor-miR (pre-miR) bezeichneten Haarnadelstrukturen 
gespalten. Die pre-miR wird mittels Exportin-5, einem dsRNA bindenden Protein, in das Zytoplasma 
exportiert, wo sie von dem RNAse III-Enzym Dicer zu einer etwa 22 nt langen, doppelsträngigen  
miRNA gespalten wird. Ein Strang entspricht der reifen miRNA. Dieser wird in den RNA-induced-
silencing-complex (RISC) geladen und trifft dort auf die Ziel-mRNAs. Die in den RISC geladene miRNA 
hemmt dort durch die Bindung an die 3 ́UTR der mRNAs deren Translation oder induziert durch eine 
Spaltung der mRNA deren Degradation. Eine partielle Komplementarität ist dazu bereits ausreichend.  
(STENVANG et al. 2012). Im Gegensatz zu siRNA kann miRNA mehrere verschiedene mRNA-
Transkripte beeinflussen, nutzt dazu jedoch den gleichen RNAi-Mechanismus (Abb. 1).  
Eine Fehlregulation von miRNAs ist mit der Pathogenese von Krankheiten wie beispielsweise Krebs 
verbunden. MiRNAs können in Tumoren überexprimiert werden (onkogene miRNAs) oder reduzierte 
Spiegel aufweisen (miRNAs mit Tumorsuppressoraktivität). Dies führt zur Herunterregulierung von 
Tumorsuppressorgenen bzw. zur Hochregulierung von zellulären Protoonkogenen. Die Hemmung 
von onkogenen miRNAs durch Antisense-Oligonukleotide (Anti-miRs) kann neue therapeutische 
Strategien liefern. Die Verwendung solcher Oligonukleotide zur therapeutischen Intervention wurde 
bereits bei Mäusen und nicht menschlichen Primaten etabliert (THOMAS et al. 2012). In dieser Arbeit 
wurde eine Anti-miR gegen die Micro-RNA-155 genutzt. 
 
2.3.1 Micro-RNA-155 
Die microRNA-155 wird in vielen bösartigen Tumoren mit schlechter Prognose überexprimiert und 
beeinflusst deren Apoptose, Proliferation, Invasion, Metastasierung, Tumorangiogenese und Meta-
bolismus. Die genauen molekularen Mechanismen sind jedoch noch nicht in Gänze geklärt (SUN et al. 
2014). Im Folgenden werden einige Mechanismen aufgezeigt. MiR-155 ist eine der am häufigsten an 
Krebserkrankungen beteiligten miRNAs. Sie ist in den meisten primären und sekundären 
Glioblastomen hochreguliert und fördert das Tumorwachstum beispielsweise durch Hemmung der 
GABA-A-Rezeptoren (Gamma-Aminobuttersäure-A-Rezeptoren). Es konnte gezeigt werden, dass eine 
verminderte miR-155-Expression die Expression der GABA-A-Rezeptoren wiederherstellt. Dadurch 
kommt es zu einer Sensibilisierung der Glioblastomzellen gegenüber Signalen welche die 
Zellproliferation hemmen (D´URSO et al. 2012). Zusätzlich zu ihrer Rolle bei der Neurotransmission 
reguliert GABA über GABA-A-Rezeptoren die Proliferation pluripotenter und neuronaler Stammzellen 
in embryonalen und adulten Geweben negativ (POLTRONIERI et al. 2013). Außerdem konnte gezeigt 
werden, dass die Translation von BIM-mRNA durch miR-155 negativ reguliert wird. BIM ist ein 
Protein das Apoptose über die Mitochondrien induziert. Die Transfektion von miR-155 induziert das 
Überleben der Zellen, die Tumorigenität und die Chemoresistenz gegenüber Temozolomid, wogegen 
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die Transfektion mit Anti-miR-155 die Apoptose fördert und die Chemosensitivität für Temozolomid 
erhöht (MENG et al. 2017). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass ein Herunterregulieren der 
miR-155 die Gliomzellen für Temozolomid sensibilisiert. Die mitogenaktivierte Proteinkinase 13 
(MAPK13) ist ein Target der miR-155 und spielt als Tumorsuppressorgen auch eine wichtige Rolle bei 
der Induktion von Apoptose (LIU et al. 2015). Eine weitere Studie zeigte, dass die Überexpression von 
miR-155 den p53-Tumorsuppressorweg inhibieren kann, welcher bekanntermaßen in Gliomen häufig 
inaktiviert ist (YU et al. 2013). P53 ist ein Transkriptionsfaktor, der an der Regulation des Zellzyklus 
beteiligt ist und dessen Inhibition zu unkontrolliertem Wachstum der Zelle führt (OHGAKI et al. 
2009). LING et al. haben gezeigt, dass die miR-155 die Expression von FOXO3a hemmt und dadurch 
die Proliferation und Migration von Gliomzellen fördert. FOXO3a ist ein Transkriptionsfaktor, der den 
PI3K/AKT Signalweg negativ reguliert und dadurch Apoptose induziert (LING et al. 2013). 
 
2.3.2 Anti-miR 
Die heutige Standardmethode zur Hemmung von Micro-RNAs ist die Verabreichung eines 
synthetischen einzelsträngigen Anti-miR-Oligonukleotids, welches die reife Ziel-miRNA auf ihrer 
gesamten Länge ergänzt. Die Anti-miR bildet ein Duplex mit dem Leitstrang der miRNA und 
inaktiviert sie dadurch. Die Bindungsaffinität ist höher als die zwischen dem Leitstrang und dem 
sense-Strang der miRNA. Dadurch kann die AntimiR den miRNA-Leitstrang nicht nur binden, wenn er 
in einzelsträngiger Form vorliegt, sondern auch in doppelsträngiger Form oder an ein Argonaute-
Protein im RISC gebunden. Die Bindungsaffinität muss so stark sein, dass sie nicht durch die Helikase-
Aktivität im RISC oder durch Konkurrenz von anderen Zielen gelöst werden kann. Außerdem muss die 
Anti-miR Nuklease-resistent sein, damit sie nicht extra- oder intrazellulär abgebaut wird. Es ist 
bekannt, dass chemische Modifikationen dies unterstützen können (LENNOX et al. 2013).  
    
2.3.2.1 AntimiR-155, ZEN modifiziert 
Bei der AntimiR-155-ZEN handelt es sich um ein Antisense-Oligonukleotid zur miR-155 mit einer 
chemischen Modifikation „ZEN“ (N, N-Diethyl-4- (4-nitronaphthalin-1-ylazo) phenylamin), welche an 
der Position 2 an jedem Ende des einzelsträngigen Oligonukleotids über Phosphatverbindungen 
gebunden ist. Die Modifikation bewirkt eine erhöhte Bindungsaffinität und hemmt den Abbau durch 
Nukleasen. ZEN-modifizierte Anti-miRs sind hochwirksam und können die miR-Funktion in vitro bei 
niedrigen nanomolaren Konzentrationen effizient hemmen. Sie zeigen eine hohe Spezifität und eine 
geringe Toxizität in der Zellkultur (LENNOX et al. 2013). Im Folgenden wird der PEI-AntimiR-Komplex 












Abb. 2: Struktur der ZEN-Modifikation (N,N-diethyl-4-(4-nitronaphthalen-1-ylazo)-phenylamin) 
              modifiziert nach LENNOX et al. 2013 
Literaturübersicht 
  8  
  
2.4 Hürden einer RNA- basierten Therapie 
Kleine RNA-Moleküle sind relativ instabil und werden durch Ribonukleasen in Körperflüssigkeiten 
innerhalb von Minuten abgebaut. Freie RNAs werden im Blut degradiert, renal eliminiert oder durch 
Makrophagen entfernt. Durch ihre Größe und negative Ladung werden sie kaum von Zellen 
aufgenommen. Die elektrostatische Abstoßung zwischen ihren Phosphatgruppen und den ebenfalls 
negativ geladenen und hydrophoben Phospholipidzellmembranen erschwert die Aufnahme. Mit Hilfe 
von Nanopartikeln kann die zelluläre Aufnahme verbessert werden. Meist erfolgt die Aufnahme dann 
endosomal, weshalb ein Schutz gegen lysosomalen Abbau und die Freisetzung in das Zytoplasma 
erforderlich ist. Durch Komplexierung von RNA-Molekülen mit kationischen Polymeren entstehen 
stabile und von Zellen leichter aufnehmbare Partikel im Nanometerbereich (AIGNER et al. 2015). 
 
2.5 Polyethylenimine (PEI) 
Zur Einschleusung von siRNAs oder AntimiRs werden häufig wasserlösliche, kationische Polymere wie 
Polyethylenimine genutzt (BASARKAR 2007). PEI als Transfektionsreagenz für DNA wurde erstmals 
1995 beschrieben (BOUSSIF et al. 1995) und kann in linearer oder verzweigter Form vorliegen 
(AIGNER et al. 2015). PEIs sind in einem Molekulargewichtsbereich von 0,6 - 1000 kDa erhältlich (Ewe 
et al. 2016). Da sie an jeder dritten Position eine protonierbare Aminogruppe enthalten, haben sie 
bereits bei einem physiologischen pH-Wert eine hohe kationische Ladungsdichte (BEHR 1997) und 
können nicht kovalente Komplexe mit negativ geladenen Nukleinsäuren wie RNA-Moleküle bilden 
(URBAN-KLEIN et al. 2005). Diese Komplexe können mit der negativ geladenen Zellmembran 
interagieren (REZVANI AMIN et al. 2013) und über Endozytose aufgenommen werden (REJMAN et al. 
2005). Aufgrund der Puffereigenschaften von PEI wird die Ansäuerung der Lysosomen abgepuffert 
und der RNA-Abbau durch lysosomale Nukleasen verhindert. Durch den sogenannten 
Protonenschwammeffekt strömen Protonen (H+) und Chloridionen (Cl-) in das Endosom ein und 
erhöhen die Osmolarität. Wasser strömt osmotisch nach, wodurch das Endosom anschwillt und 
platzt. Der PEI-Komplex gelangt ins Zytoplasma (BEHR 1997) und die siRNA bzw. die AntimiR kann 
nun über RNAi eine Herunterregulation des Zielgens induzieren (Abb. 3). In dieser Arbeit wurden die 


















































Bei LP10Y handelt es sich um ein lineares PEI mit einer chemischen Modifikation durch Kopplung der 
Aminosäure L-Tyrosin (Abb. 4). Es wurde folgendermaßen benannt: L (linear), P (PEI), 10 
(Molekulargewicht von 10 kDa), Y (Tyrosin). Im Vergleich zu unmodifiziertem PEI verbessert die 
Tyrosinmodifikation deutlich die biologische Aktivität, erhöht die Knockdown-Effizienz bei einer 
geringeren PEI/siRNA-Massenratio und ist weniger zytotoxisch (EWE et al. 2016). Die Aminosäure 
Tyrosin erhöht die Effizienz der Transfektion, indem sie ein Gleichgewicht zwischen Hydrophobie und 
Hydrophilie auf der Nanopartikeloberfläche herstellt und so die Aufnahme des Komplexes in die Zelle 
fördert (Lächelt et al. 2015, EWE et al. 2016). Außerdem verbessert sie die Abgabe der RNA-Moleküle 
aus den Lysosomen durch einen verbesserten Protonenschwamm-Effekt (CREUSAT et al. 2010). 
Tyrosin-modifizierte PEI/siRNA-Komplexe wurden bereits erfolgreich für systemische und lokale 






Abb. 3: Zelluläre Aufnahme des PEI-Komplexes. Durch elektrostatische Wechselwirkungen zwischen 
den protonierten Aminogruppen von PEI und den negativ geladenen Phosphatgruppen von Nukleinsäu-
ren kommt es zur Bildung von PEI-Nukleinsäure-Komplexen, welche mit der negativ geladenen 
Zellmembran interagieren und endozytiert werden. PEI verhindert aufgrund seiner Puffereigenschaften 
die Ansäuerung und somit den lysosomalen Abbau. Durch den sogenannten Protonenschwammeffekt 
strömen H+ und Cl- ein, die Osmolarität steigt, H2O strömt nach, das Lysosom platzt und setzt den PEI-
Komplex frei.  
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Bei PEI-F25-LMW handelt es sich um ein verzweigtes PEI (Abb. 5). Es wurde folgendermaßen 
benannt: F (fraction), 25 (25 kDa), LMW (low molekular weight). Es wurde aus dem kommerziell 
erhältlichen 25 kDa PEI mittels Größenausschlusschromatographie gewonnen. PEI-F25-LMW hat ein 
Molekulargewicht von 4-10 kDa (HÖBEL et al. 2010). PEI-F25-LMW hat aufgrund seiner Größe und 
Struktur eine überlegene Transfektionseffizienz und eine geringe Toxizität (WERTH et al. 2005). Es ist 
möglich, Komplexe mit PEI-F25-LMW bei -20 ° bis -80 ° C ohne Verlust der Bioaktivität über mehrere 
Monate zu lagern. Auf PEI-F25-LMW basierende PEI/siRNA-Komplexe wurden bereits erfolgreich für 
systemische und lokale Applikation von siRNA genutzt (HÖBEL et al. 2010). PEI-F25-LMW-basierte 
siRNA-Komplexe stellen eine kostengünstige, nicht toxische und gebrauchsfertige Plattform für das 






















2.5.3 Einflüsse auf die Effizienz von PEI-Komplexen 
Die Stabilität der Komplexe wird durch das Verhältnis von PEI zu Nukleinsäuren beeinflusst 
(sogenannte N/P-Ratio bzw. Verhältnis der Stickstoffatome von PEI und der Phosphate der 
Nukleinsäuren) sowie durch die Pufferbedingungen während der Komplexierung. Das optimale N/P-
 
Abb. 4: Struktur LP10Y 
 
Abb. 5: Struktur PEI-F25-LMW 
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Verhältnis liegt für PEI-F25-LMW bei 57,5 (Massenratio von 7,5). Für LP10Y lässt sich aufgrund der 
Tyrosin-Modifikation kein exaktes N/P-Verhältnis berechnen, weshalb hier nur die Massenratio von 
2,5 anzugeben ist. Größere Mengen können zu höheren Knockdown-Effekten aber auch zu einer 
gesteigerten Zytotoxizität führen (HÖBEL et al. 2010). Es gibt eine positive Korrelation zwischen 
großer molarer Masse, hoher Ladungsdichte und Transfektionseffizienz, gleichzeitig jedoch auch zur 
Zytotoxizität durch die intensivere elektrostatische Interaktion mit der Zellmembran. Es eignen sich 
vor allem PEIs von 5 - 25 kDa, da höher molekulare zwar effizienter aber auch zytotoxischer sind. 
Kleinere PEIs hingegen sind biologisch inaktiv. Verzweigte PEIs haben  meist  bessere  
Transfektionseffizienzen  als  lineare PEIs  gleicher  Masse,  was  aber  wiederum mit  einer  erhöhten  
Zytotoxizität  einhergeht (Neu et al. 2005). 
 
2.6 Biolumineszenzimaging (BLI) 
Optische Abbildungen durch Biolumineszenz ermöglichen eine kostengünstige, nicht-invasive Analyse 
in Echtzeit von Krankheitsprozessen auf molekularer Ebene in lebenden Organismen. Die in dieser 
Arbeit genutzte In-vivo-Biolumineszenz-Bildgebung basiert auf dem Nachweis der Emission von 
grünem Licht bei 562 nm aus Tumorgeweben einer Luiferase exprimierenden Glioblastom-Zelllinie 
(Abb. 2). Säugetiergewebe emittiert von Natur aus keine Biolumineszenz, weshalb Bilder mit sehr 
wenig Hintergrundsignal erzeugt werden können. Das ausgesandte Licht kann mehrere Millimeter bis 
Zentimeter dicke Gewebe durchdringen. Die Photonenintensität verringert sich hierbei jedoch um ein 
Zehnfaches pro Zentimeter Gewebetiefe. Geringe Lichtintensitäten von Wellenlängen zwischen 400 
und 1000 nm können mit ladungsgekoppelten Bauteilen detektiert werden. Hierzu wird eine Kamera 
mit einem CCD (charge coupled device)-Bildsensor mit einem Silizium-Halbleiterplättchen, dem 
sogenannten Wafer, genutzt. Dieser konvertiert Photonen in Elektronen bzw. überträgt deren 
Energie (Abb. 6). Die Imaging-Software kann die Elektronensignale dann in ein zweidimensionales 
Bild umwandeln. Der Detektor des In Vivo Imaging Systems misst die Anzahl der emittierten 
Photonen pro Flächeneinheit und Sekunde, um die Intensität des emittierten Lichts quantifizieren zu 
können, und wandelt diese numerischen Werte in eine pseudocolor-Grafik um. Die roten Bereiche 
zeigen die höchste Lichtemission und die blauen Bereiche die geringste. Mit einer Region-of-Interest-
Software kann die Menge der Lichtemission aus einem bestimmten Bereich gemessen werden. Zuvor 
wird ein einfaches Schwarzweißfoto erzeugt, welches die Software dann mit der pseudocolor-Grafik 
überlagert. Auf diese Weise kann der genaue Ort der Lichtemission bestimmt werden (SATO et al. 



















































Luciferasen sind Enzyme von 61 kDa, die in Gegenwart von Sauerstoff und dem Substrat Luciferin 
Licht emittieren. Als sogenannte Reportergene können sie zum Nachweis von Genexpression in 
Zellkulturen oder transgenen Organismen genutzt werden. Das in dieser Arbeit genutzte Luciferin-
Luciferase-System beruht auf dem eukaryontischen Firefly-Luciferase-Gen (Luc) des nordamerika-
nischen Glühwürmchens Photinus pyralis (GREER et al. 2002, SATO et al. 2004). Mit Hilfe eines 
enzymatischen Tests kann die Luciferaseaktivität in Luciferase exprimierenden Zellen nachgewiesen 
werden. Das Luciferasesubstrat Luciferin wird durch die exprimierte Luciferase (Cosubstrate ATP und 
Mg2+) zu Oxyluciferin umgesetzt. Dabei werden Photonen emittiert und es kommt zur 
Biolumineszenz (KONCZ et al. 1990) (Abb. 2). Die Photonenemission kann mit einem Luminometer 
gemessen werden. Luciferase als Zielgen einer siRNA eignet sich gut zur Überprüfung der 
Transfektionseffizienz von Nanopartikeln. Außerdem kann das Enzym für die Bildgebung mittels 
Biolumineszenzimaging für die Verlaufskontrolle von Tumorwachstum genutzt werden. 
 
Abb. 6: (A) BLI-Bildgebung, (B) li: tumorfreie Maus / re Maus mit Luc-Tumor 
modifiziert nach TSENG et al. 2015, PerkinElmer, Inc. 
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Abb. 7: Umsetzung von Luciferin zu Oxiluciferin 
 
2.8 Immunhistochemie 
Immunhistochemische Färbemethoden zählen zu den Standardverfahren in der Histologie und in der 
Diagnostik von Tumorerkrankungen. Zentrales Reagenz sind die Antikörper, welche gegen eine 
Vielzahl von Gewebsantigenen gerichtet sind. Antikörper sind Serumproteine aus der Gruppe der 
Immunglobuline, welche hinsichtlich ihrer Größe, Gewicht, Struktur und Funktion in 5 Klassen 
eingeteilt werden: IgG, IgA, IgM, IgE und IgD. Immunglobuline bestehen aus zwei identischen 
schweren und zwei identischen leichten Proteinketten. Diese setzen sich aus variablen und 
konstanten Domänen zusammen und sind über Disulfidbrücken verbunden. Die leichten Ketten 
bestehen aus je einer variablen und einer konstanten Domäne und die schweren Ketten aus je einer 
variablen und 3 bzw. 4 (IgM, IgE) konstanten Domänen. Die variablen Domänen einer leichten und 
einer schweren Kette bilden zusammen die Antigenbindungsstelle. Die leichten Ketten bilden 
zusammen mit dem Anteil der schweren Ketten, der oberhalb der sogenannten Gelenkregion liegt, 
das antigenbindende Fragment Fab. Dieses kann enzymatisch mit Hilfe von Papain von dem 
darunterliegenden kristallisierbaren Fragment Fc abgespalten werden. Die am häufigsten benutzten 
Antikörper in der Immunhistochemie sind IgG und IgM. Die Spezifität von Antikörpern richtet sich 
gegen eine bestimmte Stelle auf dem Antigen, dem sogenannten Epitop. Es gibt polyklonale 
Antikörper, welche durch verschiedene B-Zellen gebildet werden und mit unterschiedlichen Epitopen 
eines Antigens reagieren können, und es gibt monoklonale Antikörper, welche das Produkt von 
geklonten  Plasmazellen sind und sich nur gegen ein bestimmtes Epitop richten (BOENISCH et al. 
2000). 
 
2.8.1 (Strept-) Avidin-Biotin-Complex- (ABC) Methode 
Werden, wie in dieser Arbeit, formalinfixierte Gewebe genutzt, muss zuerst eine 
Antigendemaskierung erfolgen, da die Epitope durch die Fixierung mit Formalin 
Konformationsänderungen durch Quervernetzungen erfahren und somit Immunreaktivitäten 
verloren gehen können (Epitopmaskierung). Zur Wiederherstellung der Immunreaktivität können bis 
nahe dem Siedepunkt erhitzte Pufferlösungen genutzt werden. Um unspezifische Bindungen und 
Hintergrundfärbungen zu vermeiden, wird Serum, eventuell in Kombination mit Triton-X oder Tween, 
als Blockierlösung genutzt. Nach der Inkubation mit dem Primärantikörper wird mit 
Wasserstoffperoxid inkubiert. Das Enzym Peroxidase bewirkt die Freisetzung von Sauerstoff aus 
Peroxiden. Durch Zugabe von Wasserstoffperoxid im Überschuss wird die endogene 
Peroxidaseaktivität eliminiert, was wiederum zu einer Verringerung der unspezifischen Färbung des 
Hintergrunds führt. Anschließend wird mit einem biotinyliertem Sekundärantikörper inkubiert, an 
dessen Biotinmolekülen ein peroxidasekonjugiertes Streptavidin, ein Protein mit 4 Bindungsstellen 
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für Biotin, produziert von dem Bakterium Streptomyces avidinii, bindet (Abb. 8). Die 
Sichtbarmachung des gesuchten Antigens erfolgt über die Umsetzung des Chromogensubstrats DAB 






















In dieser Arbeit wurden Antikörper gegen Vimentin, aktive Caspase-3, PLK1 und Ki-67 genutzt. 
 
2.8.2.1 Vimentin 
Vimentin ist ein Intermediärfilament des Zytoskeletts und wird in verschiedensten Zelltypen wie 
Fibroblasten, Trophoblasten, Endothelzellen und neuronalen Vorläuferzellen exprimiert. Es gibt 
Hinweise darauf, dass die erhöhte Expression von Vimentin in engem Zusammenhang mit dem 
malignen Fortschreiten von Krebserkrankungen des Zentralnervensystems steht. Es wurde mit 
erhöhter Invasivität von Astrozytomen und einer schlechteren Prognose für Gliompatienten in 
Verbindung gebracht (LIN et al. 2016). Vimentin ist ein bekannter Marker für den Übergang von 
epitheloiden Zellen zu Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften (EMT). Hierbei handelt es sich um 
ein Phänomen, das mit der Invasion von Krebszellen und der Ausbreitung von metastasierten 
Tumoren verbunden ist. Es wurde gezeigt, dass Vimentin die Zellmigration reguliert (NOWICKI et al. 
2019). 
 
2.8.2.2 Aktive Caspase-3 
Caspasen (Cystein Aspartate-specific Proteinases) sind die grundlegenden Enzyme der apoptotischen 
Signalwege. Nach ihrer Aktivierung spalten sie verschiedene Proteine und ermöglichen so den 
kontrollierten Abbau der Zelle ohne Entzündungsreaktion. Sie liegen als inaktive Procaspasen im 
Zytoplasma vor und bestehen aus einer N-terminalen Prodomäne und einer C-terminalen 
katalytischen Domäne. Durch die Entfernung der N-terminalen Prodomäne und die Aufspaltung der 
C-terminalen katalytischen Domäne in eine große (17 kDa) und eine kleine (12 kDa) Untereinheit 
erfolgt die Aktivierung. Diese lagern sich zu einem Heterodimer zusammen und bilden mit einem 
 
Abb. 8: Markierungsprinzip von Antigenen nach ABC-Methode 
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weiteren Heterodimer das aktive Heterotetramer. Die Aktivierung von Procaspase-3 erfolgt durch 
Caspase-8, Caspase-9 oder Granzym B (ZOHNY et al. 2019).  
Der extrinsische Weg erfordert die Bindung eines Liganden (z.B. Membranbestandteile einer T-
Killerzelle) an den Death-Rezeptor. Dies führt zur Rekrutierung und Aktivierung von Caspase 8, 
welche die Caspase 3 spaltet. Der intrinsische oder mitochondriale Weg resultiert als Antwort auf 
zellulären Stress (z.B. oxidative Schäden, fehlende Nährstoffe). Dadurch wird Cytochrom C aus dem 
Mitochondrium freigesetzt, wodurch die Procaspase 9 aktiviert wird. Diese spaltet Caspase 3, 
wodurch diese aktiviert wird (McILWAIN et al. 2013). 
 
2.8.2.3 Polo-Like Kinase 1 
Die phylogenetisch hochkonservierten Polo-Like Kinasen gehören zu der Familie der Serin/Threonin-
Kinasen. Die Bezeichnung geht auf die zuerst in Drosophila entdeckte Kinase Polo zurück. 
Nachfolgend entdeckte, ähnliche Kinasen wurden polo-like, sprich polo-ähnlich genannt. PLKs 
besitzen zwei hochkonservierte Aminosäuresequenzen: eine N-terminale Domäne, die als Kinase-
Domäne bezeichnet wird, und eine C-terminale Domäne, die als polo-box bezeichnet wird (CLAY et 
al. 1993, HAMANAKA et al. 1994). Die N-terminale katalytische Domäne von PLK 1 besteht aus 252 
Aminosäuren und die C-terminale  Polobox-Domäne besteht aus 2 Poloboxen, von denen jede 60-70 
Aminosäuren lang ist. Es sind vier PLKs im Menschen bekannt: PLK1, PLK2 (auch SNK genannt), PLK3 
(auch FNK genannt) und PLK 4 (auch SAK genannt). Die Expression von PLK1 ist abhängig von der 
Zellzyklusphase. Sie ist während der gesamten G0-, G1- und S-Phase gering, beginnt in G2 
anzusteigen und erreicht während der M-Phase Spitzenwerte. Es zeigte sich, dass PLK1-Mutationen 
zu späten Mitosefehlern, beispielsweise Fehlern bei der Septierung und zu Spindeldefekten führen. 
Auch die Lokalisation von PLK1 ist abhängig von den Zellzyklusphasen. In den einzelnen Phasen tritt 
PLK1 an verschiedenen Orten wie den Centrosomen, äquatoriale Spindel, Kinetochor oder 
Centromer-Region konzentriert auf. Die primäre Funktion von PLK1 besteht in der Kontrolle des 
mitotischen Fortgangs (STREBHARDT et al. 2006). PLK1 wird in Geweben mit hohem mitotischem 
Index, beispielsweise in fetalen Geweben und adulten Keimdrüsen, aber auch in Krebszellen 
überexprimiert. 
Die Bedeutung von PLK1 für die unkontrollierte Teilung entarteter Zellen wird somit deutlich (CLAY et 
al. 1993). Es konnte gezeigt werden, dass die Inhibition von PLK1 durch siRNA eine Reduktion der 
Proliferation und einen Anstieg der Apoptoserate zu Folge hat (Spänkuch-Schmitt et al. 2002). 
 
2.8.2.4 Ki-67 
Im Jahr 1983 wurde erstmals der monoklonale Antikörper Ki-67 beschrieben, welcher ein Epitop 
erkennt,  das  nur  in  den  Kernen  proliferierender  Zellen  auftritt (GERDES et al. 1983). Während 
der Interphase befindet sich das Protein Ki-67 im Zellkern. Während der Mitose lagert sich das 
Protein an die Chromosomen und kann dann immunhistochemisch nachgewiesen werden. Das 
Protein ist während der aktiven G1-, S-, G2- und M-Phase des Zellzyklus detektierbar, in der G0-Phase 
von ruhenden Zellen jedoch nicht. Dies macht die immunhistochemische Färbung mit Ki-67 zu einem 
zuverlässigen Marker, um die Wachstumsfraktion einer Zellpopulation zu bestimmen (GERDES et al. 
1884). 
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3 Tiere, Material und Methoden 
 
3.1 Tiere 
Die Mauslinie Crl:CD1-Foxn1 nu/nu wurde durch eine Reihe von Kreuzungen und Rückkreuzungen, 
die 1979 in den Charles River Laboratories, USA, begann, aus der Übertragung des nude Gens von Crl: 
NU-Foxn1nu auf eine CD-1®-Maus entwickelt. Da dem Tier der Thymus fehlt, kann es keine T-Zellen 
produzieren und ist daher immundefizient, was zu nicht durch das Immunsystem der Maus beein-
flussten Ergebnissen führt. Aufgrund der T-Zell-Armut ist es möglich, Tumore von artfremden Orga-
nismen auf diese Mausart zu transplantieren. Die Versuchstierhaltung erfolgte unter S1-Bedingen bei 
3 Tieren pro Käfig, einer Raumtemperatur von 23,5°C, einer Luftfeuchte von 40 - 60 % und mit einem 
Tag-Nacht-Rhythmus von 12 h. Die Tiere bekamen Trinkwasser und Futter ad libitum. Das Alter der 




Tab. 1: Versuchstiere 
Art Anzahl Bezeichnung Herkunft 




Tab. 2: Futtermittel 
Bezeichnung Herkunft 
Alleinfuttermittel für Nacktmäuse Nacktmaus, Extrudat, ssniff Spezialdiäten GmbH, 
Deutschland 
Analytische Bestandteile                                     %  
Rohprotein 26,60  
Rohöle und -fette  5,90  
Rohfaser 3,80  
Rohasche 7,10  
Calcium 1,00  
Phosphor 0,70  
Natrium 0,30  
Lysin 1,47  
Methionin und Cystein 0,89  
Energie MJ/kg  
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Ernährungsphysiologische Zusatzstoffe per kg 
Vitamin A (E672)  25,000 [IU,IE] 
Vitamin D3 (E671)  1,500 [IU,IE] 
Vitamin E 125 [mg] 
Eisen (E1) 100 [mg] 
Kupfer 5 [mg] 
Zink 50 [mg] 
Mangan 30 [mg] 
Selen 0.1 [mg] 
Jod 2.0 [mg] 
Kobalt 2.0 [mg] 
 
Zusammensetzung: Getreide und Getreideprodukte, Ölsaatprodukte, Milchprodukte, Mineralstoffe, 




Tab. 3: Haltung 
Zubehör Bezeichnung, Herkunft 
Einstreu Rettenmaier & Söhne GmbH + Co KG, Deutschland 
Enrichment Mouse house, Tecniplast, Italien 
Gitter Tecniplast, Italien 
Käfig  1264C Eurostandart Typ II, Tecniplast, Italien 268 x 
215 x 141 mm, Grundfläche 370 cm² 
Tränkekappe ACCP2521, 1,8 mm Öffnung,Tecniplast, Italien 





3.2.1 Geräte und Zubehör 
 
Tab. 4: Geräte und Zubehör 
Gerät Bezeichnung, Herkunft 
Brutschrank IG 150, Jouan, Frankreich 
Bunsenbrenner Labogaz 206, Camping Gaz international, Frankreich 
Dispergierer    ULTRA-TURRAX, IKA Werke, Deutschland 
Einbettkonsole Tissue-Tek Embedding Console Model 4715, Japan 
Elektrode für pH-Meter Sen TlX 41, Wissenschaftlich-Technische-Werkstätten 
GmbH, Deutschland 
Feinwaage L610D, Sartorius, Deutschland 
Gewebeeinbettautomat  Histokinette Citadel 1000, Shandon, Deutschland 
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Isopropanoltank   Freezing Container Cryo 1 °C „Mr. Frosty“ 
NALGENE Labware, Thermo Fisher Scientific, USA 
IVIS In Vivo Imaging System Lumina III, Perkin Elmer, USA 
Kamera für Axioskop 50 AxioCam ICc1, Carl Zeiss, Deutschland 
Konfokalmikroskop Konfokalmikroskop Leica TCS SP8 
Leica Microsystems CMS GmbH, Deutschland 
Luminometer FB12, Berthold Technologies, Deutschland 
Magnetrührer RCT ST 500, IKA, Deutschland 
Mausatlas                                       The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates 
Paxinos und Franklin, 2. Auflage 
Mikroskop Motic AE 2000TRI, China 
Mikroskop Axioskop 50, Carl Zeiss, Deutschland 
Mikrotom Leica SM2000R, Leica, Biosystems Nussloch GmbH, 
Deutschland 
Mikrotom Leica 2035 Biocut, Leica Instruments GmbH, 
Deutschland 
Mikrowelle    privileg 8520E, Quelle-Aktiengesellschaft, 
Deutschland 
Objektträgermappe Labsolute Typ 1, Th. Geyer, Deutschland 
Okular-Kamera  AmScope, USA 
pH-Meter pH 540 GLP, Wissenschaftlich-Technische-
Werkstätten GmbH, Deutschland 




Pipetus, Hirschmann, Deutschland 
Plattenspektrometer FLUOstar OMEGA, BMG Labtech, Deutschland 
Rasierklinge Igefa, Deutschland 
Schraubenzieher Sechskant-Schraubendreher, AMF, Deutschland 
Schüttler Unimax 1010, Heidolph, Deutschland 
Software Bildbearbeitungs- und 
Bildverarbeitungsprogramm 
Fiji, USA 
Software Kamera Stereomikroskop iSCapture 
Software Konfokalmikroskop Leica Application Suite X 
Software mikroskopische Bilder AxioVision Rel. 4.8.2, Carl Zeiss, Deutschland 
Software stereomikroskopische Bilder iSCapture, Fuzhou Tucsen photonics Co.,China 
Software wissenschaftliche Graphik- und 
Statistik 
SigmaPlot 13, Systat Software GmbH, Deutschland 
Software-IVIS Living Image Software V4, Perkin Elmer, USA 
Stereomikroskop   Axioskop, Zeiss, Deutschland 
Stereomikroskop SD30 Olympus, Japan 
Stickstofftank Locator 6 Plus, Thermo-Scientific, USA 
Vakuumpumpe                              KNF Neuberger Laboport, Deutschland 
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Vibratom LEICA VT 1200S, Leica, Biosystems Nussloch GmbH, 
Deutschland 
Vortexer REAX 2000, Heidolph, Deutschland 
Waage für Mäuse GT-KSt-D2, Globaltronics GmbH & Co KG, 
Deutschland 
Wärmeplatte  Histoplate, Leica Instrument GmbH, Deutschland 
Wärmeplatte für Mäuse                    Eigenbau Professor Dr. Schaefer,  
Universität Leipzig, Deutschland 
Wärmeplatte für Paraffinschnitte Medite Inc., USA 
Wärmeschrank Modell 200, Memmert GmbH CoKG, Deutschland 
Wasserbad Typ SW 21, Julabo Labortechnik GmbH, Deutschland 
Zählkammer Neubauer Improved, Brand, wertheimDuomax 1030, 
Heidolph, Deutschland 
Zellkulturwerkbank MSC 12GS, Jouan, Frankreich 
Zentrifuge 
 




3.2.2 Verbrauchsmaterial und Einmalartikel 
 
Tab. 5: Verbrauchsmaterial und Einmalartikel 
Material Bezeichnung, Herkunft 
Biopsiestanze 2 mm, Kai Industries Co., Japan 
Combitips 5 ml, Eppendorf, Deutschland 
Deckglas 24x60mm Menzel, Deutschland 
Deckglas Ø 12 mm and 22 mm  Carl Roth, Deutschland 
Einbettkasette Rotilabo-Einbettkassetten, Carl-Roth, Deutschland 
Gefrierröhrchen cryoPure, Sarstedt, Deutschland 
Methylenblau Ferak, Deutschland 
Mikrotiterplatte  96 well, runder Boden, Carl Roth, Deutschland 
Mikrotiterplatte 24 well, runder Boden, Sarstedt, Deutschland 
Mikrotiterplatte 6 well, runder Boden, Sarstedt, Deutschland 
Objektträger Thermo Scientific Polysine Slides, Menzel, 
Deutschland 
Parafilm®     Pechiney Plastic Packaging, Chicago, IL, USA 
Pasteur-Pipetten TH Geyer, Deutschland 
Pipetten, serologische 5ml, 10ml, Sarstedt, Deutschland 
Pipetten-Spitzen 10µl, 100µl, 200µl, 1000µl, Biosphere Filter Tips, 
Sarstedt, Deutschland 
Plastikpipette       Long Reach Pastette, Alpha Industries, England 
Reagenzglas Polysterol-Reaktionsröhrchen, Sarstedt, Deutschland 
Reagiergefäß 2ml, Sarstedt, Deutschland 
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Reaktionsgefäße  15 ml 50 ml, Sarstedt, Deutschland 
Wägeschälchen 7 ml, weiß, Lab Logistics Group GmbH, Deutschland 
Wasserabweisender Stift           Liquid-Blocker Super PAP Pen, Science Services, 
Japan 
Zellkultureinsatz TC-Inserts, transparent, 6-well, Poren Ø 0,4µm 
Sarstedt, Deutschland 
Zellkulturplastikware T75, T150, Sarstedt, Deutschland 
 
3.2.3 Chemikalien und andere Materialien 
 
Tab. 6: Chemikalien und andere Materialien 
Material Bezeichnung, Herkunft 
ABC-Kit Vectastain Elite Standart ABC Kit, Vector Laboratories 
Inc.,USA 
Agarose Agarose Serva Standart EEO, Feinbiochemica, 
Deutschland 
BSA  Albumin aus bovinem Serum, Sigma-Aldrich, USA 
DAB-Pulver 
 
3,3´-Diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate, 
Sigma-Aldrich, Deutschland 
DMSO  Dimethyl sufoxide Cell culture grade, AppliChem 
GmbH, Deutschland 
EDTA EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (Titrierkomplex III) 
Carl Roth GmbH, Deutschland 
Entellan Merck, Deutschland 
Essigsäure  100 %, Merck, Deutschland 
Ethanol  96 %, Carl Roth, Deutschland 
Formaldehyd 37%, Carl Roth, Deutschland 
Gelantine Gelantina alba 160 Bloom, Ursprung: Rind, Apotheke 
Uniklinikum Leipzig, Deutschland 
Gentamycin VWR International, USA 
Glucose 100 mg/ ml, Infusionslösung, 
B.Braun Melsungen AG, Deutschland 
Glutaraldehyd 250ml, 25 % solution in water, Serva Electrophoresis 
GmbH, Deutschland 
HS Horse serum, heat inactivated 
Sigma-Aldrich, USA 
Isopropanol 2-Propanol, Carl Roth, Deutschland 
Kresylviolette-Pulver  Fluka AG Buchs, Schweiz 
Neo-Clear (Xylol-Ersatz) Merck, Deutschland 
Normal horse serum Vector Laboratories, USA 
Paraffin  Medite Inc., USA 
PFA  Paraformaldehyd 1kg, Merck KGaA, Deutschland 
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Pikrinsäure Picric acid solution, 1,3 % in H2O,  
Sigma-Aldrich, USA 
Proteinassay DC Proteinassay, Bio-Rad Laboratories GmbH, 
Deutschland 
Salzsäure 1M, 4 mol/l, Carl Roth GmbH, Deuschland 
Stickstoff, flüssig AirLiquide, Deutschland 
Tri-Sodium-Citrat-Dihydrat Merck, Deutschland 
Triton X-100  Alkylphenylpolyethylenglykol, Ferak, Deutschland 
Tween Tween 20 SigmaUltra, Sigma-Aldrich, USA 
Wasserstoffperoxid 30 %, Carl Roth GmbH&Co KG, Deutschland 
 
3.2.4 Medizinprodukte und Medikamente für orthotope Xenografts 
 
Tab. 7: Medizinprodukte und Medikamente für orthotope Xenografts 
Produkt Bezeichnung, Herkunft 
Atemschlauch 
 
Silikonschlauch für Schlauchpumpen 1,6 x 4,8 
Carl Roth GmbH&Co KG, Deutschland 
Augengel Corneregel Augengel, 60 x 0,6 ml, Bausch&Lomb 
GmbH, Deutschland    
Carprofen 5mg/kg 
 
0,05 ml Carprosol 50mg/ml, CP-Pharma, Deutschland 
in 2,45 ml Natriumchlorid 
Gewebekleber Histoacryl, B.Braun, Deutschland 
Handbohrer Bilaney Consultants GmbH, Deutschland 
Handbohrerhalter Bilaney Consultants GmbH, Deutschland 
Händedesinfektion      Sterilium classic pure, BODE Chemie GmbH, 
Deutschland 
Handschuhe  Peha soft nitril, Paul Hartmann, Deutschland 
Handseife Baktolin sensitive, BODE Chemie GmbH, Deutschland 
Haube Foliodress Cap Comfort Astro, Paul Hartmann AG, 
Deutschland 
Insulinspritze 0,5ml, Omnican 50, B.Braun Melsungen AG, 
Deutschland 
Isofluran Baxter, USA 
Isofluranverdampfer Isoflurane Vapor 19.3, Dräger, Deutschland 
Jod Betaisodona, Mundipharma GmbH, Deutschland 
Kanüle 27G, BD Microlance, Spanien 
Kohlefilter Omnicon f/air, Groppler Medizintechnik, 
Deutschland 
Luciferin (Luminometer)   Beetle Juice, PJK GmbH, Deutschland 
Mandrain     Dummy Cannula, C212SD, Plastics One, USA 
Mikrodosierspritze              25µl, 50µl, Hamilton, Bonaduz, Schweiz  
Mikroinfusionspumpe              Type 540100, TSE Systems GmbH, Deutschland 
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Nadelhalter    nach Castroviejo, Geuder AG, Deutschland 
Nahtmaterial  7-0 Prolene, monofil, nicht resorbierbar, Ethicon, 
USA 
Narkosegerät     Tiberius 19, Dräger, Deutschland 
Natriumchlorid 0,5l, B. Braun, Deutschland 
OP-Kittel Carl Roth, Deutschland 
OP-Maske Foliodress, Paul Hartmann AG, deutschland  
Pinzette   Forceps, Inox, Dumont, Schweiz 
Pumpenschlauch 0,19mm, Cole-Parmer, Deutschland 
Sauerstoff    AirLiquid, Deutschland 
Schrauben  Screw guide, C212SG, Plastics One, USA 
Schaftlänge 1,6mm;  
Ø Schraubenkopf 2,5 mm;  
Ø Schaft 1,57 mm 
Schraubenzieher   Bilaney Consultants GmbH, Deutschland 
Skalpellgriff    FST Medizintechnik, Deutschland 
Skalpellklinge 11er, Aeskulap AG, Braun, Deutschland 
Skalpellklinge 10er, B.Braun, Deutschland 
Spritze 1ml, 3ml, BD, Deutschland  
Stereotakt mit Mikromanipulator und 
Nasenklammer                  
TSE Systems GmbH, Deutschland 
Wärmematte Homeothermic Monitoring System, Hugo Sachs 
Elektronik, Deutschland 
Wasserstoffperoxid Wasserstoffperoxid 30 %, Carl Roth GmbH&Co KG, 
Karlruhe 




3.2.5 Puffer und Lösungen 
 
Tab. 8: Puffer und Lösungen 
Bezeichnung Zusammensetzung  
ABC-Komplex 
 
3000 µl Phosphatpuffer nach Sörensen 0,1 M 
60 µl Reagenz A, 60 µl Reagenz B 
Agar 2 % Agarose 
2,5 % Gelantine 
in 95,5 ml Aqua dest. 
Blockierlösung 
 
4800 µl 1 % BSA in PBS 
180 µl Triton X 
1200 µl 10 % normal horse/ goat serum 
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5247,5 µl Phosphatpuffer nach Sörensen 0,1 M 
2,5 µl 30 % H2O2 
250 µl 3,3´-Diaminobenzidine tetrahydrochloride 
hydrate 1 % in Aqua dest. 
pH 7,2 
DAB-Lösung II 7000 µl Phosphatpuffer nach Sörensen 0,1 M 
14 µl 0,3 % H2O2 
5 mg 3,3´-Diaminobenzidine tetrahydrochloride 
hydrate 
pH 7,2 
EDTA-Puffer 0,37 g EDTA Dinatriumsalz Dihydrat  
in 1000 ml Aqua dest. 
pH 8,0 
Essigsäure 3% 3,6 ml Essigsäure 100 % 
in 180 ml Ethanol 100 % 
HIER-Puffer (Citrat-Puffer)  
 
heat induced epitope retrival-puffer 
0,5 ml Tween 20 
2,94 g 10mM Tri-Sodium-Citrat-Dihydrat      
in 1000 ml Aqua dest. 
pH 6,0 
Immunfix 20 g PFA in 250 ml 0,2 M Phosphatpuffer nach 
Sörensen 
(70°C, filtriert) 
175 ml Aqua dest. 
75 ml Pikrinsäure (gesättigt, filtriert) 




0,5 g Kresylviolett-Pulver  
0,102g Natriumacetat 
1,65g Essigsäure 100 % 
500 ml Aqua dest. 
Luciferase-Lyse-Puffer 1X 
 
Luciferase-Cell-Culture-Lysis-Puffer 5X  
steriles Aqua dest. 
Promega Corporation, USA 
Luciferase-Substrat (IVIS) 
 
30 mg Pulver gelöst in 1 ml PBS,  
sterilfiltriert, - 80°C 
Perkin Elmer, USA 
Phosphatpuffer nach Sörensen 0,1 M 
 
Lsg 1: 28,38 g Na2HPO4 in 1000 ml Aqua dest. 
Lsg 2: 8,28 g NaH2PO4*2H20 in 300 ml Aqua dest. 
Lösung 1 mit Lösung 2 auf pH 7,35 titrieren 
1:1 in Aqua dest. 
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3.2.6 Zelllinien  
 
Tab. 9: Zelllinien 
Bezeichnung Ursprung Herkunft 
G55T2-Luc-GFP Glioblastom AG Prof. Behre, Department for Hematology and Oncology, 
Universität Leipzig, Deutschland  
MZ54 Glioblastom Prof. Dr. Donat Kögel, Experimental Neurosurgery, Frankfurt 
University Clinic, Deutschland 
U87 Glioblastom American type culture collection (ATCC), Manassas, VA, USA 
 
Hauptsächlich wurde die Luciferase exprimierende Zelllinie G55T2-Luc-GFP genutzt. Es handelt sich 
hierbei um eine immortalisierte, stabil transfizierte Reporterzelllinie aus einem Glioblastom. Diese 
Zellen sind adhärent, d.h. sie heften sich, in der Regel als Monolayerkulturen, an das Kulturgefäß. Die 
Besonderheit an GFP ist seine Biolumineszenz, d.h. das Molekül ist nach entsprechender Anregung 



























Abb. 9: G55T2-Luc-GFP, (A)/(B) Durchlichtaufnahme, (C)/(D) fluoreszierende Zellen 
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3.2.7 Zellkulturmedien und Zusätze 
 
Tab. 10: Zellkulturmedien und Zusätze 
Bezeichnung Zusammensetzung, Herkunft 
BME Basal Medium Eagle 1x, gibco by life 
technologies Corporation, England 
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 
high glucose and pyruvate 
Sigma-Aldrich, Deutschland 
Dulbecco's phosphate buffered saline (PBS) w/o 
Ca2+ and Mg2+  
Sigma-Aldrich, Deutschland 
Fetal Bovine Serum (FBS) GIBCO Invitrogen, Deutschland 
Glutamin Roti-Cell, 200 mM, Carl-Roth, Deutschland 
Inkubationsmedium (pH 7,2) 28 ml MEM 2x  
28 ml BME 
14 ml HS 
20 ml Aqua dest. 
1,12 ml Glutamin 200 mM 
7 ml Glucose 10 % 
1 µl/ ml Gentamycin 
Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) Sigma-Aldrich, Deutschland 
MEM 1x 
 
Minimum Essential Media 
Hank´s Balanced Sats, powder in 50 l Aqua dest. 
Thermo Fischer Scientific, Deutschland 
Präparationsmedium (pH 7,3) 50 ml MEM 4x 
150 ml Aqua dest. 
2 ml Glutamin 200 mM 





Tab. 11: Primärantikörper 
Antikörper Verdünnung, Urprung, Klonalität Herkunft 
Anti-(aktive Caspase-3) Verdünnung: 1:500 in 1 % BSA/PBS 
Ursprung: Kaninchen 
Klonalität: monoklonal 
Cleaved Caspase-3 (Asp175) 
(5A1E) Rabbit mAb, 
Cell Signaling Technology, USA 
Anti-(aktive Caspase-3) Verdünnung: 1:500 in 1 % BSA/PBS 
Ursprung: Kaninchen 
Klonalität: polyklonal 
Anti-ACTIVE Caspase-3 pAb,  
Promega Corporation, USA 
 
Anti-(aktive Caspase-3) Verdünnung: 1:500 in 1 % BSA/PBS  
Ursprung: Kaninchen 
Caspase-3, Active, RA15046, 
Neuromics, USA 
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100, MBL, USA 
Anti-Ki67 Verdünnung: 1:100 in 1 % BSA/PBS 
Ursprung: Maus 
Klonalität: monoklonal 
Monoclonal Mouse Anti-Human 
Ki67 Antigen Clone MiB-1, 
Dako, Dänemark 
Anti-PLK1 Verdünnung: 1:50 in 1 % BSA/PBS 
Ursprung: Kaninchen 
Klonalität: monoklonal 
PLK1 (208G4) Rabbit mAb,  





Verdünnung: 1:1000 in 1 % BSA/PBS 
Ursprung: Maus 
Klonalität: monoklonal 
Monoclonal Mouse Anti-Vimentin 






Tab. 12: Sekundärantikörper 
Antikörper Verdünnung, Ursprung Herkunft 
Anti-mouse 
 
Verdünnung: 1:400 in 1 % BSA/PBS 
Ursprung: Pferd 
Biotinylated anti-mouse IgG (H+L),  
Vector Laboratories, USA 
Anti-rabbit Verdünnung: 1:400 in 1 % BSA/PBS 
Ursprung: Ziege 
Biotinylated anti-rabbit IgG (H+L) 




Tab. 13: Polymere 
Bezeichnung Konzentration, Herkunft 
LP10Y, linear, 10 kDa 5 µg/µl, Massenratio 2,5 
AG Aigner, Universität Leipzig, Deutschland 
PEI F25, verzweigt, 4 - 10 kDa 6,1 µg/µl, Massenratio 7,5 





Tab. 14: siRNAs 
siRNA  Sequenz (5‘ - 3‘)  Zielgen Konzentration, Herkunft 











Luciferase 200 µM = 2,66 µg/µl 
Eurogentec, Belgien 
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Tab. 15: Anti-miRs 
Anti-miR Sequenz c Herkunft 
155-ZEN A-(ZEN)C-CCCUAUCACGAUUAGCAUU-
A(ZEN)-A 









Tab. 16: Komplexe 
Applikationsform Bezeichnung Zusammensetzung 
subkutane Injektion LP10Y-siRNA 10 µg siRNA in 150 µl 
   
orthotope Injektion LP10Y-siRNA 0,5 µg siRNA in 3 µl 
 PEI-F25-RNA 0,5 µg Anti-miR in 3 µl 
 
 
Die Herstellung der Polymere und Komplexe erfolgte am Rudolf-Boehm-Institut für Pharmakologie 
und Toxikologie der Universität Leipzig in der Selbständigen Abteilung für Klinische Pharmakologie 
von der AG Prof. Dr. Achim Aigner. Die jeweiligen Komponenten wurden entsprechend der Anzahl an 
Injektionen berechnet. Für jede Nukleinsäure wurden in separaten Eppendorf-Gefäßen die RNA-
Verdünnungen und Polymer-Verdünnungen in HN-Puffer (bzw. Trehalosepuffer für LP10Y) vorgelegt 
und durch Pipettieren gut gemischt. Anschließend wurde die Nukleinsäure-Verdünnung zur Polymer-
Verdünnung gegeben, durch kräftiges Pipettieren gemischt und für 30 min bei Raumtemperatur 





3.3.1 Zellbiologische Methoden 
Alle Arbeiten wurden an einer Sterilwerkbank durchgeführt. Die Zellkulturmedien wurden vor 
Gebrauch in einem Wasserbad auf 37 °C erwärmt. Zur Vermeidung von Kontaminationen wurden nur 
autoklavierte bzw. sterilisierte Materialien verwendet und entsprechende Schutzkleidung getragen. 
 
3.3.2 Kultivierung der Tumorzellen 
Die Langzeitlagerung der Glioblastomlinie G55T2-Luc-GFP erfolgte in flüssigem Stickstoff bei - 196°C. 
Um eine neue Kultur anzulegen, wurde ein Aliquot dem Stickstofftank entnommen und bei 
Raumtemperatur aufgetaut. Die Tumorzellen wurden sofort in 13 ml Iscove's Modified Dulbecco's 
Medium (IMDM), supplementiert mit 10 % fetal bovine serum (FBS) und 5 % Glutamin, überführt und 
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bei 37 °C, 5 % Kohlendioxid und 95 % Luftfeuchtigkeit adhärent in 75 cm2 Zellkulturflaschen kultiviert. 
Die Kultivierung erfolgte bis zu einem Stadium von 85 - 95 % Konfluenz. Die Verdopplungszeit lag bei 
3 - 4 d. Anschließend wurden die Zellen passagiert, indem sie mit Trypsin abgelöst und in eine 150 
cm2 Zellkulturflasche mit 26 ml IMDM überführt wurden. Hierzu wurde das Medium abgesaugt und 
die Zellen mit Dulbecco's phosphate buffered saline (PBS) gewaschen. Danach wurden 3 ml Trypsin 
hinzugegeben, die Zellkulturflasche für 5 min bei 37°C inkubiert und anschließend mit IMDM 
abgestoppt. Ab einer Konfluenz von 85 % wurden die Zellen auf weitere 150 cm2 Zellkulturflaschen 
aufgeteilt, um sie zu vermehren.  
 
3.3.3 Bestimmung der Zellzahl 
Für den Tierversuch war es notwendig die Zellzahl zu bestimmen. Dafür wurde eine Neubauer-
Zählkammer verwendet. Hierbei handelt es sich um eine Glasplatte mit eingeätztem Liniennetz, 
welche als Zählfläche dient. Darauf wird ein Deckgläschen aufgebracht, wodurch ein definierter 
Raum entsteht. Die Tumorzellen wurden mittels 6 ml Trypsin und 5 min Inkubation aus den 150 cm2 
Zellkulturflaschen abgelöst und gemeinsam in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt. Dieses wurde mit 
dem Medium IMDM bis auf 50 ml aufgefüllt. Von dieser Zelllsuspension wurden jeweils 10 µl in die 
Zählkammer pipettiert. Die Auszählung erfolgte mit einem Durchlichtmikroskop mit einem Objektiv 
mit zehnfacher Vergrößerung. Es wurden die Zellen von 4 Großquadraten mit einer Kantenlänge von 
















3.3.4 Aufbereitung für den Tierversuch 
Für die nachfolgenden Versuche wurde eine definierte Anzahl Tumorzellen in einem definierten 
Volumen benötigt. Hierzu wurde die Zellzahl pro Milliliter wie oben beschrieben berechnet und mit 
der Gesamtmenge von 50 ml multipliziert. Um beispielsweise eine Anzahl von 300.000 Zellen in 2 µl 
Suspension zu erhalten wurde das entsprechende Verhältnis der Gesamtzellzahl in der gesuchten 













Das 50 ml Reaktionsgefäß wurde über 5 min bei 900 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde 
abgesaugt und das Zellpellet mit der berechneten Menge an PBS resuspendiert. Die Suspension 
wurde in ein 2 ml Reagiergefäß überführt und während des Versuchs am selben Tag bei 
Raumtemperatur gelagert. Um zu überprüfen ob die Vitalität der Tumorzellen dadurch beeinflusst 
wird, wurden einige Testkulturflaschen wie beschrieben aufbereitet und in drei gleiche Mengen 
aufgeteilt. Ein Teil wurde 4 h bei Raumtemperatur, ein Teil 4 h auf Eis und ein Teil 4 h im Inkubator 
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bei 37°C gelagert. Anschließend wurden Zellen daraus erneut in 75 cm2 Zellkulturflaschen ausgesät. 
Die Vitalität war bei allen vergleichbar gut und die am wenigsten aufwendige Variante der 
Raumtemperatur wurde gewählt. 
 
3.3.5 Kryokonservierung 
Um die Zellen über längere Zeit zu lagern, wurden sie kryokonserviert. Hierzu wurden die 
Tumorzellen aus einer 75 cm2 Zellkulturflasche mit 85 % Konfluenz abtrypsiniert und in ein 15 ml 
Reaktionsgefäß überführt. Dieses wurde bis auf 15 ml mit dem Medium IMDM aufgefüllt und dann 
über 5 min bei 900 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und das Zellpellet  mit 1000 µl 
FBS, 1000 µl IMDM und 100 µl Dimethyl sulfoxide Cell culture grade (DMSO) resuspendiert. 1025 µl 
der Zellsuspension wurden dann in je ein Gefrierröhrchen gefüllt und diese in einem Isopropanoltank   




Aktenzeichen DD24.1-5131/331/58 vom 10.03.2016 
 
Die Durchführung der in vivo Versuche erfolgte nach Genehmigung durch die Landesdirektion 
Sachsen gemäß den nationalen tierschutzrechtlichen Richtlinien. Die Tierexperimente wurden im 
Rudolf-Boehm-Institut für Pharmakologie und Toxikologie der Medizinischen Fakultät Leipzig 
durchgeführt. 
 
3.3.6.1 Subkutanes Xenograft 
Eine Behandlungsgruppe bestand aus 7-8 Tieren.  
 
3.3.6.1.1 Inokulation der Tumorzellen 
Direkt vor dem Versuch wurden die Tumorzellen wie beschrieben aufbereitet, um die Dauer der 
Lagerung in einem 2 ml Reagiergefäß bei Raumtemperatur kurz und die Vitalität aufrechtzuerhalten. 
Die Zellsuspension wurde so aufbereitet, dass sich 2.000.000 Zellen in 150 µl PBS befanden. 
Nachdem die zu inokulierende Zellsuspension nochmals homogen suspendiert wurde, wurde sie 
luftfrei in eine 1 ml Spritze aufgezogen und subkutan beidseits auf Höhe der Flanken 150 µl injiziert. 
Als Glioblastom-zelllinie wurde die G55T2-Luc-GFP-Linie verwendet. 
 
3.3.6.1.2 Injektion der Komplexe 
Der Behandlungsbeginn erfolgte 10 bzw. 17 d nach der Inokulation, da die Tumore zu diesen 
Zeitpunkten deutlich und gleichmäßig ausgebildet waren. Das Einbringen des LP10Y-siLuc3-
Komplexes erfolgte als intraperitoneale (i.p.) Injektion mit 150 µl. Diese Behandlung erfolgte 3 x 
wöchentlich (jeden 2. bzw. 3. Tag) über einen Zeitraum von 12 bzw. 6 d (insgesamt 6 bzw. 3 
Behandlungen) bis versuchsbedingte Abbruchkriterien auftraten (human endpoint, Tab. 17). Die 
Tiere der Negativkontrollgruppe wurden mit LP10Y-siLuc2-Komplexen behandelt. Die 2 
verschiedenen Gruppen kamen durch die unterschiedlich schnell wachsenden Tumoren zustande. In 
Gruppe 1 wurden alle Tiere eingeteilt welche am 10. Tag bereits deutliche Tumoren ausgebildet 
hatten. In Gruppe 2 wurden alle Tiere eingeteilt, welche erst nach 17 d deutliche Tumore ausgebildet 
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hatten. Um nachfolgende Quantifizierungen vergleichen zu können, mussten die Tumore ähnliche 





















Behandlung Gruppe 1 Behandlung Gruppe 1 + 2
 




3.3.6.1.3 Evaluation nach der Tumorzellinjektion 
Um das Tumorwachstum einschätzen zu können wurden alle Tiere täglich kontrolliert. Mithilfe eines 
Bewertungsbogens für Abbruchkriterien wurde der human endpoint bestimmt (Tab. 17). War dieser 
erreicht, wurden die Versuche abgebrochen. Dazu wurden die Versuchstiere in tiefer Narkose durch 
zervikale Dislokation und Dekapitation euthanasiert. 
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Tab. 17: human endpoint (Quelle: Rudolf-Boehm-Institut für Pharmakologie und Toxikologie) 
                                                                         
Beobachtungsintervalle:  
- S.c. Tumorxenotransplantate: bis zum Auftreten des Tumors 2 x wöchentlich, 
Tumordurchmesser bis ca. 1 cm alle 2-3 Tage, ab Tumordurchmesser von  
1 cm sowie bei mittelgradiger Belastung (10-19 Punkte) täglich 
- Orthotope Xenotransplantate: Ab Tumorzellinjektion täglich 
 
   






I Körpergewicht  
individuelle Gewichtsentwicklung (regelmäßiges Wiegen 2x/Woche)    
unbeeinflusst oder Anstieg 0 0 
Reduktion > 10 % 10 10 
Reduktion > 20 % 20 20 
II Allgemeinzustand   
Haut normal; Körperöffnungen sauber 0 0 
Haut gerötet; Augen trüb 5 5 
verklebte oder feuchte Körperöffnungen; unnormale Haltung; hoher Muskeltonus; 
Dehydratation 10 10 
Krämpfe; Lähmungen; Atemgeräusche; Tier fühlt sich kalt an 20 20 
III Spontanverhalten    
normales Verhalten (Schlafen, Reaktion auf Anblasen und Berührung, Neugier, 
Sozialkontakte) 0 0 
ungewöhnliches Verhalten, eingeschränkte Motorik oder Hyperkinetik 5 10 
Isolation; Schmerzäußerungen; Apathie; ausgeprägte Hyperkinetik bzw. Stereotypien; 
Koordinationsstörungen 10 10 
Automutilation 20 20 
IV Versuchsspezifische Kriterien                                                              
Tumorgröße (s.c. Xenotransplantate)    
kein Tumor palpabel 0 - 
Tumordurchmesser < 1cm 5 - 
Tumodurchmesserr 1- 1.5 cm, 
1
 10 - 
Tumordurchmesser > 1.5 cm oder Tumor ulzeriert 20 - 
Body Condition Score (GV-SOLAS)     
dorsale Beckenvorsprünge oder Wirbel nur auf leichten Fingerdruck tastbar 0 0 
dorsale Beckenvorsprünge oder Wirbel ohne Fingerdruck tastbar 10 10 
deutlich tastbare oder sichtbare Beckenvorsprünge oder Wirbel 20 20 
Bewertung, Maßnahmen Punktsumme Punktsumme 
keine Belastung 0 0 
geringe Belastung: sorgfältig weiter beobachten (1x tägl), evtl unterstützende 
Maßnahmen  
(z.B. Wärmezufuhr, Spezialfutter) 5-9 5-9 
mittelgradige Belastung: ggf. medizinische Versorgung einleiten (Analgesie, 
Antibiotikum),  
längerandauernd als 72 h gilt als hochgradige Belastung, 
1
 10-19 10-19 
hochgradige Belastung: Tier einschläfern 20 oder höher 20 oder höher 
   
1
  bei einer Punktzahl von 10 ausschließlich aufgrund der 
Tumorgröße (Tumordurchmessers von 1 - 1.5 cm) wird keine Tötung 
der Tiere nach 72 h eingeleitet; die Beobachtungsfrequenz wird auf 
täglich erhöht; die Tötung wird durchgeführt bei Erreichen des 
Tumordurchmessers von 1.5 cm oder bei Tumorulzeration; 
Voraussetzung für dieses Vorgehen ist, dass keine weiteren 
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3.3.6.2 Untersuchung der subkutanen Tumore 
 
3.3.6.2.1 Biolumineszenzimaging (BLI) 
Das BLI erfolgte mit Hilfe des In Vivo Imaging Systems (IVIS) und der Living Image Software V4. Das in 
vivo Wachstum der Zellen wurde ab dem 6. bzw. 15. Tag nach der Tumorzellinokulation verfolgt. 
Hierzu bekamen die Versuchstiere eine intraperitoneale Injektion mit 150 µl Luciferase-Substrat und 
wurden dann mit Isofluran narkotisiert. 5 min post injectionem wurden sie in Rückenlage mittels BLI 
untersucht. Zur Quantifizierung der pro Sekunde emittierten Photonen wurden die Tumore als region 





















BLI Gruppe 1 BLI Gruppe 2 BLI Gruppe 1 + 2  
Abb. 11: Zeitlicher Ablauf BLI 
 
3.3.6.2.2 Bestimmung der Tumorgrößen 
Zur Ausmessung der subkutanen Tumore wurde ein flexibles Lineal verwendet. Je 8 Tumore einer 
Behandlungsgruppe wurden ausgemessen. Die Berechnung der Tumorvolumina erfolgte 
folgendermaßen: 
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3.3.6.2.3 Tumorsektion 
Die Tumore wurden nach der Euthanasie mit Pinzette und Skalpell herausgeschnitten, in 2 ml 
Reagiergefäße überführt, sofort in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. 
 
3.3.6.2.4 Herstellung der Tumorlysate und Bestimmung der Proteinkonzentration 
Die Proteinkonzentration von 10 bzw. 14 Tumoren je Behandlungsgruppe wurde mittels Bio-Rad DC 
Protein Assay bestimmt. Von dem gefrorenen Tumorgewebe wurden je 100 mg in ein 15 ml 
Reaktionsgefäß überführt und 2 ml Luciferase-Lyse-Puffer hinzugegeben. Zu Tumoren die keine 100 
mg erreichten wurde nur 1 ml Lysepuffer hinzugegeben. Das Gewebe wurde mit einem Dispergierer 
homogenisiert,  in ein 2 ml Reagiergefäß überführt und bei 10.000 rpm 10 min lang zentrifugiert. Der 
klare Überstand des Lysats wurde in ein neues 2 ml Reagiergefäß überführt und in einem Verhältnis 
von 1:10 mit Lysepuffer verdünnt. Die Lysate von Tumoren, die keine 100 mg erreicht hatten, wurden 
nicht weiter verdünnt. In eine Mikrotiterplatte (96-well) wurden je 5 µl der Bovinen-Serum-Albumin-
Eichreihe als Proteinstandart sowie der zu untersuchenden Tumorlysate pipettiert. Danach wurden 
die Reagenzien A, S und B hinzugegeben und für 15 min inkubiert. Die Absorbtionsmessung erfolgte 
mit einem Plattenspektrometer bei 750 nm. Aus den erhaltenen Proteinstandartwerten wurde eine 
Kalibrierungskurve erstellt, indem auf der Y-Achse die gemessenen Absorptionswerte und auf der X-
Achse die Menge des Standardproteins pro Reaktionsgefäß auftragen wurde. Mit Hilfe der 
Kalibrierungskurve wurde die Proteinkonzentration der Tumorlysate bestimmt. Die graphisch 
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ermittelte Proteinmenge (X in µg) wurde durch das eingesetzte Probenvolumen (V in µl) dividiert und 
mit dem Verdünnungsfaktor multipliziert. 







Das, wie oben beschrieben gewonnene, klare Lysat  wurde mit Lysepuffer verdünnt, um folgende 
Konzentrationen zu erhalten: 1:100, 1:1000, 1.2000, 1:5000 und 1:10.000. Jeweils 10 µl davon 
wurden in ein Reagenzglas überführt und 25 µl Luciferin hinzugegeben. Die Messung der relative 
light units (RLU) erfolgte mit einem Luminometer. 
 
3.3.6.3 Orthotopes Xenograft 
Um Tumorzellen in das rechte Striatum einzubringen und Injektionen, in regelmäßigen Abständen, 
am selben Punkt zu setzten, wurde eine Schraube (Abb. 12) mit einem Führungskanal in das Cranium 
von Mäusen implantiert (Abb.5 A-Q). Eine Behandlungsgruppe bestand aus etwa zehn Tieren. Nach 














3.3.6.3.1 Operationsvorbereitungen zur Implantation 
Am Tag der Operation bekamen die Versuchstiere zuerst eine subkutane Injektion im Nackenbereich 
mit 5 mg/kg Carprofen, um rechtzeitig vor dem Eingriff einen Wirkspiegel zu erreichen. Hierzu wurde 
das Gewicht für jedes Tier ermittelt und dokumentiert. Die bereits behandelten Tiere wurden 
markiert, um Verwechslungen auszuschließen. Der Arbeitsplatz (Abb. 13A), die Geräte und 
Materialien wurden vor jedem Gebrauch gereinigt, desinfiziert und, soweit möglich, sterilisiert. Die 
Mäuse wurden durch eine Inhalationsnarkose mit einem Sauerstoff-Isofluran-Gemisch narkotisiert. 
Die Einleitung erfolgte mit 3,0 % Isofluran in einer Inhalationsbox (Abb. 13B) und der Erhalt nach 
Bedarf mit 1,5-2 % über eine Inhalationsmaske. Die Narkosetiefe konnte anhand der Frequenz und 
Tiefe der Atmung sowie der Schmerzreflexe beurteilt werden. Die Tiere wurden in Bauchlage mit den 
Incisivi in die Nasenklemme des Stereotakts eingehängt (Abb. 13C). Um das Tier während der 
Operation vor Hypothermie zu schützen, wurde eine Wärmematte untergelegt. Um die Augen vor 
Austrocknung zu schützen, wurde ein Augengel aufgetragen. Bereits beim Feststellen der 






Abb. 12: Implantat, links Mandrain, rechts Schraube mit Führungskanal 
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(Abb. 13D) wurde darauf geachtet, dass der Kopf optisch gerade liegt, um nachfolgend weniger 
Korrekturen durchführen zu müssen. Die Schädelhaut wurde mit Braunol desinfiziert (Abb. 13E).  
 
3.3.6.3.2 Bestimmung der Inokulationskoordinaten 
Nach der chirurgischen Händedesinfektion folgte eine 1 cm lange mediane Inzision der Kopfhaut 
(Abb. 13F). Mit Hilfe eines handelsüblichen Wattestäbchens wurde das Periost entfernt und mit 3 % 
Wasserstoffperoxid die Schädelnähte deutlicher sichtbar gemacht (Abb. 13G). Um die gerade Lage 
des Schädels sicherzustellen, wurde der Abstand zum Bregma (Zusammentreffen der Sutura 
coronalis und der Sutura saggitalis) (Abb. 13H) und Lambda (Zusammentreffen Sutura saggitalis und 
Sutura lambdoidea) (Abb. 13K) mit einem Mikromanipulator gemessen und auf dieselbe Entfernung 
gebracht. Außerdem wurden die Höhen je 1 mm beidseits lateral der Sutura saggitalis gemessen 
(Abb. 13I, 13J) und auf dieselbe Entfernung gebracht. Mittels je einer Stellschraube an der 
Nasenklemme und an einem der Earbars konnte die Höhe auf horizontaler bzw. vertikaler Achse 
korrigiert werden. Abweichungen von weniger als 0,2 mm wurden vernachlässigt. Zur Markierung 
der Inokulations-koordinaten wurde 1 mm rostral und 2 mm lateral des Bregmas eine farbliche 
Markierung gesetzt (Abb. 13L). Hierzu wurde eine in den Mikromanipulator eingespannte Kanüle mit 
Methylenblau bestrichen und an den ausgemessenen Koordinaten soweit abgesenkt, dass sie das 
Cranium berührte.  
 
3.3.6.3.3 Einsetzen des Implantats 
Mit einem Handbohrer (Ø 1,00 mm) erfolgte die Trepanation an der Markierung für die Implantation 
einer Schraube (Ø 1,57 mm) mit einem Führungskanal (Abb. 13M). Der Bohrkanal wurde schmaler als 
das Schraubengewinde gewählt, damit die Schraube eine gute Stabilität im Knochen hat. Das 
Gewinde wurde mit einem Schraubenzieher eingedreht (Abb. 13N). Der Führungskanal wurde mit 
einem Mandrain verschlossen (Abb. 13P). Die Haut wurde mit 3 - 4 Einzelheften (7-0 Prolene, 1 
chirurgischer und 2 - 3 einfache, entgegengesetzte Knoten) adaptiert (Abb. 13Q). Die Hefte wurden, 
wie für eine Hautnaht üblich, locker gesetzt, da es sonst durch die Wundschwellung zu 
Wundheilungsstörungen kommt. Das Versuchstier wurde wieder aus dem Stereotakt ausgespannt 
und zum Aufwachen in eine Box auf einer Wärmeplatte gesetzt. Es folgten 1-2 Ruhetage vor der 
Inokulation der Tumorzellen zur Regeneration und um die Dauer der Narkose kurz zu halten. 
 
3.3.6.3.4 Intrazerebrale Tumorzellinjektion 
Die Vorbereitung der Behandlung entsprach der Vorbereitung zum Einsetzen des Implantats. Das 
Einspannen in einen Stereotakt war jedoch nicht nötig. Erst nach der Carprofeninjektion und der 
vollständigen Vorbereitung des Operationsraumes wurden die Tumorzellen wie beschrieben 
aufbereitet, um die Dauer der Lagerung in einem 2 ml Reagiergefäß bei Raumtemperatur kurz und 
die Vitalität aufrechtzuerhalten. Die Zellsuspension wurde so aufbereitet, dass sich 300.000 Zellen in 
2 µl PBS befanden. Nachdem die zu inokulierende Zellsuspension nochmals homogen suspendiert 
wurde, wurde sie luftfrei  in eine Mikrodosierspritze (Hamilton, 25 µl) aufgezogen und mit dieser, 
zum Teil, in einen aufgesteckten Schlauch (20 cm, Ø 0,19mm) überführt, an dessen Ende eine Kanüle 
(27 G) 4,5 mm herausstand. Die benötigte Länge der Kanüle ergab sich aus der gewünschten 
Eindringtiefe in das Striatum von 3,5 mm und der Höhe des Schraubenkopfes von etwa 1 mm. Die 
Hamiltonspritze wurde in eine Mikrodosierpumpe eingespannt. Nun wurde das Versuchstier 
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narkotisiert und die Hautfäden von der Implantation der Schraube gezogen. Nach der chirurgischen 
Händedesinfektion folgte eine 0,5 cm lange mediane Inzision der Kopfhaut. Der Mandrain wurde 
entfernt und stattdessen die Kanüle in den Führungskanal eingeführt (Abb. 13O). Mit einer 
Geschwindigkeit von 12 µl pro Stunde wurden 2 µl inokuliert, um  eine  plötzliche  Zunahme  des 
intrakraniellen Drucks und den Rückfluss der Zellsuspension zu vermeiden. Nach der Injektion wurde 
weitere 2 min gewartet bevor die Kanüle langsam wieder zurückgezogen wurde. Eventuelle 
Flüssigkeitsrückstände wurden entfernt und der Mandrain wieder eingesetzt. Die Haut wurde mit 1 -
2 Einzelheften (7-0 Prolene) adaptiert. Das Versuchstier wurde zum Aufwachen in eine Box auf einer 
Wärmeplatte gesetzt. Zur Reinigung wurde die Mikrodosierspritze abwechselnd mit destilliertem 
Wasser und Ethanol (70 %) gespült, auseinander geschraubt, in einem Ultraschallbad gereinigt und 
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Abb. 13: Ablauf Implantation, (A) Stereotakt, (B) Narkoseeinleitung, (C) Einhängen  in Nasenklemme, 
(D) Earbars, (E) Hautdesinfektion, (F) Inzision, (G) Schädelnähte, (H) Bregma, 
(I)/ (J) 1mm lateral Sutura saggitalis, (K) Lambda, (L) Markierung Koordinaten, (M) Trepanation, (N) 
eingesetztes Implantat, (O) Inokulation, (P) eingesetzter Mandrain, (Q) Hautnaht 
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3.3.6.3.5 Einbringen der Komplexe 
5 - 7 d nach und entsprechend der Inokulation der Tumorzellen erfolgte das Einbringen der Komplexe 
PEI-F25/155-ZEN bzw. LP10Y-siPLK1. Jedoch wurden 3 µl mit einer Geschwindigkeit von 12 µl/h 
injiziert. Diese Behandlung erfolgte 3 x wöchentlich (jeden 2. bzw. 3. Tag) über einen Zeitraum von 
bis zu 12 d (insgesamt bis zu 6 Behandlungen), bis versuchsbedingte Abbruchkriterien auftraten 
(human endpoint Tab. 17). Zwischen der letzten Behandlung und dem Versuchsabbruch lagen bis zu 
3 d (Abb. 14). Die Tiere der Negativkontrollgruppe wurden mit den Komplexen PEI-F25/NC5-ZEN bzw. 













3.3.6.3.6 Postoperative Evaluation 
Alle Versuchstiere wurden postoperativ täglich kontrolliert. Mithilfe eines Bewertungsbogens für 
Abbruchkriterien wurde der human endpoint bestimmt (Tab. 17). War dieser erreicht, wurden die 
Versuche abgebrochen. Dazu wurden die Versuchstiere in tiefer Narkose durch zervikale Dislokation 
und Dekapitation euthanasiert. 
 
3.3.6.4 Untersuchung der orthotopen Tumore 
 
3.3.6.4.1 Biolumineszenzimaging (BLI) 
Das BLI erfolgte mit Hilfe des In Vivo Imaging Systems (IVIS) und der Living Image Software V4. Das in 
vivo Wachstum der Zellen wurde über 2 Wochen alle 2 - 3 d ab dem 1. Tag nach der 
Tumorzellinokulation verfolgt. Hierzu bekamen die Versuchstiere eine intraperitoneale Injektion mit 
150 µl Luciferase-Substrat und wurden dann mit Isofluran narkotisiert. 5 min post injectionem 
wurden sie in Schräglage mittels BLI untersucht. Es wurden außerdem Untersuchungen durchgeführt 
bei denen die Versuchstiere währenddessen schrittweise um 360° um ihre Körperachse gedreht 
wurden. Weiterhin erfolgten Untersuchungen am dekapitierten Tier ohne Kopfhaut, sowie am 
explantierten Hirn. Es wurden Tiergruppen mit und ohne implantierte Schrauben untersucht. 
 
3.3.6.4.2 Gehirnsektionen 
Nach der Euthanasie erfolgte eine mediane Inzision der Kopfhaut von caudal nach rostral. Ausgehend 
vom Foramen occipitale magnum erfolgte je ein Schnitt in Richtung der Bulla tympanica. Die 
Schädelkalotte wurde mit einer Pinzette vom Gehirn abgehoben. Das Gehirn wurde von der 





          Abb. 14: Zeitlicher Ablauf Einbringen PEI-siRNA-Komplexe 
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3.3.6.4.3 Vibratomschnitte 
Um die Hirne morphologisch auswerten zu können, wurden sie im Vibratom geschnitten. Dazu 
wurden sie rostral des Kleinhirns durch einen Fontalschnitt in 2 Hälften geteilt.  Der rostrale Anteil 
wurde mit Histoacrylkleber auf dem Probenhalter in der Pufferwanne des Vibratoms befestigt und 
diese mit PBS aufgefüllt. Anschließend wurden mit einer Geschwindigkeit von 0,7 mm/s 50 µm dicke 
Schnitte hergestellt, welche bis zu 3 h in einer Mikrotiterplatte (24 well) mit PBS gelagert wurden. 
Das Gehirn wurde bis zu dem Punkt geschnitten an dem der Tumor makroskopisch (bzw. Lupe/2-
fache Vergrößerung) sein Maximum erreichte. Jeweils zwei Gewebeschnitte wurden auf einen 




Zur morphologischen Beurteilung wurden die Präparate gemäß eines Routineprotokolls (Tab. 18) 
nach der Rehydratation mit Kresylviolett gefärbt. Nach der Entwässerung wurden die Präparate bis 
zum gewünschten Grad entfärbt. Anschließend wurden sie dehydriert und mit Entellan und einem 
Deckgläschen eingedeckt. 
 
Tab. 18: Protokoll Kresylviolettfärbung 
Rehydratation 
100 % Ethanol 
85 % Ethanol 












70 % Ethanol 
85 % Ethanol 





2 % Essigsäure 




Bei Raumtemperatur an der Luft 18 h 
Eindecken 
 
3.3.6.4.5 Bestimmung der Tumorgrößen 
Zur Ermittlung der Tumorgröße wurde das mit Kresylviolett gefärbte Präparat, an dem der Tumor 
makroskopisch sein Maximum erreicht hatte, mit einer Okular-Kamera fotografiert (Abb. 15). Die 
Fläche dieses größten Querschnittes wurde mithilfe der Bildbearbeitungs- und Bildverarbeitungs-
software FIJI und dem FigureJ plugin analysiert. Die Quantifizierung der Tumorgrößen [µm²] wurde 
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mit dem Prinzip der Bildsegmentierung durchgeführt. Dazu wurden die Bilder in Graustufenbilder 
umgewandelt und in farbige und farblose Pixel unterteilt. Pixel oberhalb der Grenze der 
Farbintensität wurden als weiß definiert. Pixel unterhalb des Schwellenwertes wurden rot dargestellt 
(Abb. 16). Dies galt für alle in der Kresylviolettfärbung violett erscheinenden Areale. Mit Hilfe dieser 
Einstellungen wurde folgender Messwert erhoben: Tumorgröße [µm²]. 
 
 
Abb. 15: Kresylviolettfärbung 
 




Die zweite Hälfte der Tumore wurde in Einbettkassetten überführt und in 4 % Paraformaldehyd (PFA) 
eingelegt, wo sie bis zum Einbetten in Paraffin gelagert wurden. In den Einbettkassetten wurden die 
Hirne schrittweise dehydriert und in Paraffin eingebettet (Tab. 19). 
 
Tab. 19: Protokoll Einbettung in Paraffin 
Entwässern 
Leitungswasser 
70 % Ethanol 
96 % Ethanol 
99 % Ethanol 






















Einbetten in Paraffin 
Abkühlung 
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3.3.6.4.7 Mikrotomschnitte 
Um die Hirne immunhistochemisch auswerten zu können, wurden sie im Mikrotom geschnitten. 
Dazu wurden die gekühlten Paraffinblöcke in die Objektklammer des Mikrotoms eingespannt und 5 
µm dicke Schnitte hergestellt. Im Wasserbad wurde je ein Gewebeschnitt auf einen Objektträger 
aufgezogen und diese anschließend auf einer Wärmeplatte ausgelegt. Beim  Aufschwimmen  im 
Wasserbad und auf der Wärmeplatte dehnte sich der  Schnitt  auf  die  ursprünglichen  Abmessungen 
aus und breitete sich vollständig flach aus. Direkt im Anschluss wurden sie für 1 h bei 60°C im 
Wärmeschrank behandelt und dann mindestens weitere 24 h luftgetrocknet. Vor der 
immunhistochemischen Färbung wurden sie über Nacht bei 60 °C im Wärmeschrank behandelt. 
 
3.3.6.4.8 Immunhistochemie 
Zur immunhistochemischen Beurteilung wurden die Präparate gemäß eines Routineprotokolls     
(Tab. 20) gefärbt. Es wurden Primärantikörper gegen Vimentin, aktive Caspase-3, PLK1 (HIER-Puffer) 
und Ki67 (EDTA-Puffer als Epitopaufschlusspuffer) genutzt. Anschließend wurden sie dehydriert und 
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Tab. 20: Routineprotokoll Immunhistochemie 
Entparaffinieren 
Neo-Clear I / II 
100 % Ethanol I / II 
96 % Ethanol I / II 
70 % Ethanol I / II 
Aqua dest. 
2 x 5 min 
2 x 30 sec 
2 x 30 sec 
2 x 30 sec 
1 x 30 sec 
Antigendemaskierung 
HIER-Puffer (pH 6) bzw. EDTA-Puffer (pH 8) 
Raumtemperatur 
Phosphatpuffer nach Sörensen I / II 
20 min bei 850 Watt kochen 
20 min abkühlen 
2 x 5 min 
Blockierung 
Blockierlösung 30 min 
Primärantikörper 
Primärantikörper 
Phosphatpuffer nach Sörensen I / II 
24 h (4 °C) 
2 x 5 min 
Inaktivierung Peroxidase 
3 % Wasserstoffperoxid 
Phosphatpuffer nach Sörensen I / II 
15 min 
2 x 5 min 
Biotinylierter Sekundärantikörper 
Sekundärantikörper 
Phosphatpuffer nach Sörensen I / II 
50 min 
2 x 5 min 
Streptavidin-Biotin-Komplex 
ABC-Komplex 
Phosphatpuffer nach Sörensen I / II 
50 min  
2 x 5 min 
DAB Chromogen 
DAB-Lösung (pH 7,2) 
Phosphatpuffer nach Sörensen I 




2 x 5 min 
kurz spülen 
Gegenfärbung 
Hämatoxylin 1 min 
Aqua dest. kurz spülen 
warmes Leitungswasser 5 min bläuen 
Dehydratation 
70 % Ethanol I / II 
96 % Ethanol I / II 
100 % Ethanol I / II 
Neo-Clear I / II 
2 x 30 sec 
2 x 30 sec 
2 x 30 sec 
2 x 5 min 
Reinigung 
Essigsäure-N-butylester I / II 2x 5 min 
Eindecken 
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3.3.6.4.9 Etablierung verschiedener Antikörper zur Detektion aktivierter Caspase-3 
Es wurden 4 Antikörper gegen aktivierte Caspase-3 von 4 verschiedenen Firmen auf ihre 
Detektionsfähigkeit von aktivierter Caspase-3 mit Hilfe der enzymgekoppelten Streptavidin-Biotin-
Methode verglichen. Alle Antikörper wurden mit 2 verschiedenen Färbeprotokollen getestet. Die 
beiden Protokolle unterschieden sich hinsichtlich des Kochpuffers und der DAB-Lösung (Tab. 21) und 
entsprachen ansonsten dem Routineprotokoll (Tab. 20). Alle Präparate wurden in einem 
immunhistochemischen Färbedurchgang und unter den gleichen Bedingungen hergestellt. 
 
Tab. 21: Vergleich Antikörper aktive Caspase-3 
Variante 1   
HIER-Puffer 
(Citrat-Puffer)  
2,94 g Tri-Sodium-Citrat-Dihydrat 10mM in 1000 ml Aqua dest. 
+ 0,5 ml Tween 20 
pH 6,0 
 
DAB-Lösung I 250 µl 3,3´-DAB 1% in 5247,5 µl PBS 0,1 M + 2,5 µl 30 % H2O2 pH 7,2 
Variante 2   
EDTA-Puffer 0,37 g EDTA Dinatriumsalz Dihydrat  in 1000 ml Aqua dest. pH 8,0 
DAB-Lösung II 5 mg 3,3´-DAB in 7000 µl PBS 0,1 M + 14 µl 0,3 % H2O2 pH 7,2 
 
Im Folgenden sind die verwendeten Antikörper gegen aktivierte Caspase-3 der verschiedenen 
Hersteller inklusive der Produktinformationen beschrieben (Tab. 22 - 25) 
 
Tab. 22: Antikörper von Cell Signaling Technologies 
Name: Cleaved Caspase-3 (Asp) (5A1E) Rabbit mAb (#9664) 
Kreuzreaktivität: Mensch, Maus, Ratte, Affe, (Hund) 
Molekulargewicht: 17, 19 kDa 
Detektion: nur großes Fragment der aktivierten Caspase-3 (17/19kDa), das nach Spaltung 
des Aspartats an Position 175 entsteht 
Produktion: monoklonaler Antikörper, entstanden  durch Immunisierung von Kaninchen mit 
synthetischem Peptid (entspricht aminoterminalen Resten, die an Asp175 von 
menschlicher Caspase-3 angrenzen) 
Lagerung: in 10 mM Na HEPES (pH 7,5), 150 mM NaCl, 100 μg/ml BSA, 50 % Glycerin, 
< 0,02 % Natriumazid, bei -20°C 
Verdünnung: 1:500 in 1 % BSA/PBS 
 
 
Tab. 23: Antikörper von Promega Corporation 
Name: Anti-ACTIVE Caspase-3 pAb 
Detektion: p18-Fragment humaner Caspase-3 
Produktion:  polyklonaler Antikörper, entstanden im Kaninchen 
Lagerung: In 1X PBS, bei -20 °C 
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Tab. 24: Antikörper von Neuromics 
Name: Caspase-3, Active, RA15046 
Detektion: p17-Fragment der Caspase-3 
Kreuzreaktivität: Mensch, Maus 
Produktion: entstanden im Kaninchen  
Lagerung: in 0,1 M PBS, bei -20 °C 
Verdünnung: 1:500 in 1 % BSA/PBS  
Reinigung: affinitätsgereinigt 
 
Tab. 25: Antikörper von MBL 
Name: Anti-Active Caspase-3, JM-3015-100 
Detektion: p17-Fragment der Caspase-3 
Kreuzreaktivität: Mensch, Maus, Ratte 
Lagerung: PBS, 50 % Glycerin, 1 % BSA, 0,02 % Natriumazid, bei -20 °C 




An einem aufrechten Mikroskop wurden Mikroskopiebilder angefertigt und die Präparate hinsichtlich 
ihrer histologischen Eigenschaften verglichen. 
 
3.3.6.5 Tissue Slice Cokulturen 
Die Tissue Slice Cokulturen wurden in 1 ml Inkubationsmedium (28 % MEM 2x, 28 % BME, 14 % heat 
inaktivated horse serum, 2 mM Glutamin, 0,625 % Glucose, 50 µg/ ml Gentamycin, pH 7,2) bei 37 °C, 
5 % Kohlendioxid und 95 % Luftfeuchtigkeit in 6-well-Platten kultiviert. 
 
3.3.6.5.1 Herstellung 
Unter einer Sterilwerkbank wurde eine 6-well-Platte mit je 1 ml pro well 37 °C warmen 
Inkubationsmedium befüllt, eine semipermeable Membran eingehängt und anschließend in einem 
Inkubator warm gestellt. Zur Herstellung des Agars wurden 2 % Agarose und 2,5 % Gelantine in Aqua 
dest. gelöst. Als Versuchstiere wurden eine gesunde Maus und eine Maus mit einem Hirntumor aus 
G55T2-Luc-GFP genutzt. Die Versuchstiere wurden in tiefer Narkose durch zervikale Dislokation und 
Dekapitation euthanasiert, das Hirn sofort unter aseptischen Bedingungen entnommen und in 4 °C 
kaltes Präparationsmedium überführt. Anschließend wurde das Hirn in Agar eingebettet und zur 
Aushärtung bei 4 °C kalt gestellt. Das in Agar eingebettete Hirn wurde mit Histoacrylkleber auf dem 
Probenhalter in der Pufferwanne des Vibratoms befestigt und diese mit kaltem Präparationsmedium 
(1x MEM, 2 mM Glutamin, pH 7,3) aufgefüllt. Mit dem Vibratom wurden  300 µm Gewebeschnitte 
mit einer Geschwindigkeit von 0,2 mm/s angefertigt. Aus den Gewebeschnitten des gesunden Hirns 
wurden Teile des Cortex und des Striatums unter einer Lupe mit 2-facher Vergrößerung separiert und 
in kaltes Präparationsmedium überführt. Aus den Schnitten des tumortragenden Hirns wurden mit 
einer 2 mm Biopsiestanze unter dem Mikroskop Anteile des Tumors ausgestanzt und in kaltes 
Präparationsmedium überführt. Es wurde darauf geachtet Proben am Rand des Tumors zu gewinnen, 
um die Entnahme von möglichen zentralen Nekrosen zu vermeiden. Unter einer Sterilwerkbank 
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wurden maximal 6 Proben des gesunden Hirns mit einem sterilen Spatel auf eine semipermeable 
Membran an der Luft-Medium-Grenze aufgebracht. Unter einem Stereomikroskop wurden dann die 
Tumorproben auf die gesunden Proben mittig aufgelegt. Es erfolgte ein Mediumwechsel nachdem 
alle Proben aufgetragen wurden und außerdem nach 2, 4 und 7 d.  
 
3.3.6.5.2 Fixierung 
Am Tag 8 erfolgte die Fixierung der Tissue Slice Cokulturen mit der Fixierlösung Immunfix (4 % 
Paraformaldehyd, 100 mM Phosphatpuffer nach Sörensen, 0,2 % Pikrinsäure und 0,1 % 
Glutaraldehyd). Hierzu wurde das Inkubationsmedium abpipettiert, 2 ml Fixierlösung in das well und 
2 ml in die Membran gegeben und 20 min auf einem Schüttler inkubiert. Die Fixierlösung wurde 3 
weitere Male gewechselt und jeweils 20 min inkubiert. Diese Prozedur wurde im Anschluss zum 
gründlichen Waschen mit Phosphatpuffer nach Sörensen wiederholt. Um die fragilen Tissue Slice 
Cokulturen bei den nachfolgenden Schritten zu schützen, wurden sie in Agar eingebettet. Zur 
vollständigen Verfestigung wurden sie in Einbettkassetten überführt und für 72 h in 70 % Ethanol 
eingelegt. In den Einbettkassetten wurden die Cokulturen schrittweise dehydriert und in Paraffin 
eingebettet (Tab. 19). 
 
3.3.6.5.3 Mikrotomschnitte 
Um die Tissue Slice Cokulturen immunhistochemisch auswerten zu können, wurden sie im Mikrotom 
geschnitten. Dazu wurden die gekühlten Paraffinblöcke in die Objektklammer des Mikrotoms 
eingespannt und 8 µm dicke Schnitte hergestellt. Im Wasserbad wurde je 6 Gewebeschnitte auf 
einen Objektträger aufgezogen und diese anschließend auf einer Wärmeplatte (43°C) ausgelegt. 
Beim  Aufschwimmen  im Wasserbad und auf der Wärmeplatte dehnte sich der  Schnitt  auf  die  
ursprünglichen  Abmessungen aus und breitete sich vollständig flach aus. Anschließend wurden sie 
für eine Stunde bei 60°C im Wärmeschrank behandelt und dann mindestens weitere 24 h 
luftgetrocknet. Vor der immunhistochemischen Färbung wurden sie über Nacht bei 60°C im 
Wärmeschrank behandelt. 
    
3.3.6.5.4 Immunhistochemie  
Zur immunhistochemischen Beurteilung wurden die Präparate gemäß eines Routineprotokolls     
(Tab. 20) gefärbt. Anschließend wurden sie dehydriert und mit Entellan und einem Deckgläschen 
eingedeckt. 
                                          
3.3.6.5.5 Evaluation 
An einem aufrechten Mikroskop wurden Mikroskopiebilder angefertigt, welche mit der Software FIJI 
und dem FigureJ plugin analysiert wurden. Die Quantifizierung der Tumorzellen wurde mit dem 
Prinzip der Bildsegmentierung durchgeführt. Dazu wurden die Bilder in Graustufenbilder 
umgewandelt und in farbige und farblose Pixel unterteilt. Pixel oberhalb der Grenze der 
Farbintensität wurden als weiß definiert. Pixel unterhalb des Schwellenwertes wurden rot 
dargestellt. Dies galt für alle in der Immunhistochemie braun erscheinenden Areale. Mit Hilfe dieser 
Einstellungen wurden folgende Messwerte erhoben: migrierende Zellen [µm²], Tumorlänge [µm], 
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raumforderndes Wachstum [µm²], nicht raumforderndes Wachstum [µm²], Gesamtgröße Tumor 
















3.3.7 Auswertung und Statistik 
Die Datenaufarbeitung, Auswertung und grafische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe des 
Programms Excel (Microsoft Corporation) oder SigmaPlot 13. Zum Vergleich von Gruppen wurde der 
One-Way ANOVA-Test von SigmaPlot 13 verwendet. Ein Ergebnis mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit 









Abb. 17: Schema Tissue Slice Cokultur 
 
Ergebnisse 




4.1 Wachstumsverhalten von G55T2-Luc-GFP in der Zellkultur                            
Die ahärente Kultivierung der Glioblastomlinie G55T2-Luc-GFP in 75 cm2 Zellkulturflaschen erfolgte 
bis zu einem Stadium von 85 - 95 % Konfluenz. Die Verdopplungszeit lag bei 3 - 4 d. Ab einer 
Konfluenz von etwa 85 % bildete die eigentliche Monolayerkultur dreidimensionale, netzartige 



















Die ahärente Kultivierung der Glioblastomzelllinie U87 in 75 cm2 Zellkulturflaschen erfolgte bis zu 
einem Stadium von 80 - 90 % Konfluenz. Die Verdopplungszeit lag bei etwa 6 d. Ab einer Konfluenz 
von etwa 60 % wuchs die Zellpopulation deutlich schneller an als darunter. 
Die ahärente Kultivierung der Glioblastomzelllinie MZ54 in 75 cm2 Zellkulturflaschen erfolgte bis zu 
einem Stadium von 80 - 90 % Konfluenz. Die Verdopplungszeit lag bei etwa 4 d. 
Die aufbereitete Zellsuspension wurde während eines Versuchstags bei Raumtemperatur gelagert. 
Um zu überprüfen, ob die Vitalität der Tumorzellen dadurch beeinflusst wird, wurden einige 
Testkulturflaschen wie beschrieben abtrypsiniert, in 3 gleiche Mengen aufgeteilt und in neue 
Zellkulturflaschen ausgesät. Ein Flasche wurde 4 h bei Raumtemperatur, eine Flasche 4 h auf Eis und 
eine Flasche 4 h im Inkubator bei 37°C gelagert. Anschließend wurden Zellen daraus erneut in 75 cm2 
Zellkulturflaschen ausgesät. Die Vitalität war bei allen vergleichbar gut und die am wenigsten 
aufwendige Variante der Raumtemperatur wurde gewählt. 
 
4.2 Untersuchungen an subkutanen Xenografts 
Eine Behandlungsgruppe bestand aus 7 - 8 Tieren. Die Tiere wurden in 2 verschiedene Gruppen 
eingeteilt. Diese kamen durch die unterschiedlich schnell wachsenden Tumoren zustande. In Gruppe 
1 wurden alle Tiere eingeteilt, welche am 10. Tag bereits deutliche Tumoren ausgebildet hatten. In 
Gruppe 2 wurden alle Tiere eingeteilt, welche erst nach 17 d deutliche Tumore ausgebildet hatten. 
Um nachfolgende Quantifizierungen vergleichen zu können, mussten die Tumore ähnliche 
Größenverhältnisse aufweisen, da größere bzw. schneller gewachsene Tumore eher zentrale 
Nekrosen aufweisen als kleine Tumoren. Nach der subkutanen Injektion der Zellen lag die 
 
Abb. 18: Ausbildung netzartiger Strukturen von G55T2-Luc-GFP ab einer Konfluenz von etwa 85 % 
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Tumoranwachsrate bei 87,5 % und die Mortalität des Eingriffs bei 0 %. 3 Wochen nach der 
Tumorzellinokulation erreichte der größte Tumor 1,8 cm3. Er wies keine äußerlich erkennbaren 
Nekrosen auf. Es gab jedoch auch kleinere Tumoren von z.B. nur 0,8 cm3 die bereits äußerlich 
erkennbar beginnende Nekrosen aufwiesen. Damit ergab sich ein maximal nutzbarer Therapie-
Zeitraum von 2 Wochen. Makroskopisch waren die G55T2-Luc-GFP-Tumore von weicher Konsistenz, 
sowie scharf gegenüber der Umgebung abgegrenzt. Es zeigte sich kein invasives Wachstum in das 
umgebende Gewebe, jedoch Einblutungen und nekrotischen Areale. 
 
4.2.1 Biolumineszenzimaging der Wachstumskinetik 
Ein deutliches Wachstum der subkutanen Tumoren konnte nicht vom Tag der Tumorzellinjektion an 
visuell beobachtet werden. Erst ab dem 6. Tag war ein eindeutiges Wachstum, jedoch mit deutlichen 
Größenunterschieden innerhalb der Gruppe, erkennbar. Deshalb erfolgte die Aufteilung der Tiere in 
2 Gruppen. Um nachfolgende Quantifizierungen vergleichen zu können, mussten die Tumore 
ähnliche Größenverhältnisse aufweisen, da größere Tumoren eher zentrale Nekrosen aufwiesen als 
kleine Tumoren. Das BLI der Tiere erfolgte in Rückenlage. Diese Lage war für die 
Verlaufsbeobachtung am besten geeignet, da in dieser Position die Flanken der Maus gut einsehbar 
waren. Es kam in dieser Position nicht zu Abschirmungen, zum Beispiel durch die Beine, insbesondere 
der Knochen, was bei Seitenaufnahmen vorkommen kann. Ab Tag 6 für die Gruppe 1 bzw. ab Tag 15 
für die Gruppe 2 kam es zu einem, auch mit bloßem Auge deutlich erkennbaren, kontinuierlichen 
Wachstum der subkutanen Tumore (Abb. 19). Durch diese Versuche konnte gezeigt werden, dass ein 
Tumorwachstum subkutan injizierter Glioblastomzellen in vivo mit Biolumineszenzimaging nicht-
invasiv beobachtet werden kann. Alle 2 bzw. 3 Tage wurden Aufnahmen gemacht, bis es zu einer 
Verschlechterung des Allgemeinzustandes der Tiere kam oder die Tumoren Anzeichen einer 
Ulzeration zeigten. Bei Eintreten eines dieser Zeichen wurden die Mäuse nach einem letzten BLI 





















 Abb. 19: Wachstumskinetik s.c. G55T2-Luc-GFP-Tumore. Maus mit subkutanem, kontinuierlich 
wachsendem G55T2-Luc-GFP-Tumor. 
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4.2.2 Biolumineszenzimaging der Luciferaseaktivität 
Durch die rein visuelle Betrachtung der BLI-Aufnahmen war es kaum möglich, Rückschlüsse auf die 
Entwicklung der Luciferaseaktivität der subkutanen G55T2-Luc-GFP-Tumoren zu ziehen. Deshalb 
musste auf die Messung des BLI-Signals zurückgegriffen werden. Um die Auswirkung  der therapeu-
tischen Intervention mit dem i.p. injizierten PEI-siRNA-Komplex LP10Y-siLuc3 (Abb.10) auf die 
Lumineszenz von subkutanen G55T2-Luc-GFP-Tumoren zu quantifizieren, wurde die Lichtintensität 
alle 3 - 4 d in ROIs gemessen. Um die Tumorgröße mit einzubeziehen, wurden bei der letzten 
Messung der Lichtintensität auch die Volumina der Tumoren gemessen. Durch die Bestimmung des 
von den Tumoren abgegebenen Lichts konnte die Entwicklung der Luciferaseaktivität über die Zeit 
grafisch dargestellt werden. Die genaue Größe der Tumoren ließ sich mit dieser Methode nicht 
feststellen und musste per Hand gemessen werden. Dabei zeigte die grafische Darstellung (Abb. 20), 
dass die Kurve für die Luciferaseaktivität über die Zeit in der Behandlungsgruppe steiler verläuft. 
Tatsächlich wurde eine im Mittel um 17,6 % niedrigere Lumineszenz für die Negativkontrollgruppe 
gemessen. Die Grafik für die Luciferaseaktivität bezogen auf das Volumen zeigte sogar eine im Mittel 
um 61 % niedrigere Lumineszenz für die Negativkontrollgruppe (Abb. 21). Nachfolgend werden 
mögliche Ursaschen hierfür aufgeführt. Die Erscheinungsform von Glioblastomen kann mit 
Einblutungen, Nekrosen und Zysten sehr verschieden sein und große bzw. schneller gewachsene 
Tumore weisen häufiger zentrale Nekrosen auf als kleine Tumoren. 3 Wochen nach der 
Tumorzellinokulation erreichte der größte Tumor 1,8 cm3. Er wies keine äußerlich erkennbaren 
Nekrosen auf. Es gab jedoch auch kleinere Tumoren von z.B. nur 0,8 cm3, die bereits äußerlich 
erkennbar beginnende Nekrosen aufwiesen. Es ist also möglich, dass die Tumoren, je nach dem 
Ausmaß der äußerlich nicht erkennbaren Nekrosen, Zysten und Blutungen, unterschiedlich viele 
lebende Zellen pro Volumen mit entsprechender Luciferaseaktivität aufwiesen. Im Mittel waren die 
Tumore der Negativkontrollgruppe mit 1,1 cm3 um 32,9 % größer als die der Behandlungsgruppe mit 





































Abb. 20: Lumineszenz im zeitlichen Verlauf. Auswirkung  der therapeutischen Intervention mit dem 
i.p. injizierten PEI-siRNA-Komplex LP10Y-siLuc3 auf die Lumineszenz von subkutanen G55T2-Luc-GFP-
Tumoren. Es konnte keine Verringerung der Lumineszenz gegenüber der Behandlungsgruppe 
gemessen werden. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte ± SEM. n = 8, LP10Y-siLuc2 = 
Negativkontrolle 
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4.2.3 Luciferaseaktivität im Bezug zur Proteinkonzentration 
Die Luciferaseaktivität wurde mit einem Luminometer quantifiziert und die erhaltenen Werte relativ 
zu den Proteinkonzentrationen errechnet. Die grafischen Darstellungen zeigen, dass die Luciferase-
aktivität pro mg Protein in der Behandlungsgruppe um 8,6 % - 23,7 % verringert werden konnte (Abb. 
22). Mit den verschiedenen Verdünnungen konnte ein linearer Zusammenhang zwischen der 



























































































































Abb. 22: Lumineszenz/mg Protein. Auswirkung der therapeutischen Intervention mit dem i.p. inji-
zierten PEI-siRNA-Komplex LP10Y-siLuc3 auf die Lumineszenz von subkutanen G55T2-Luc-GFP-Tumo-
ren. Die Behandlung reduzierte die Lumineszenz/mg Protein um 8,6 % - 23,7 %. Die dargestellten 
Werte sind Mittelwerte ± SEM. n = 14 (siLuc3), n = 10 (siLuc2 = Negativkontrolle), Signifikanzniveau   
> 0,05 
Abb. 21: Lumineszenz pro Volumen. Auswirkung der therapeutischen Intervention mit dem i.p. 
injizierten PEI-siRNA-Komplex LP10Y-siLuc3 auf die Lumineszenz von subkutanen G55T2-Luc-GFP-
Tumoren. Es konnte keine Verringerung der Lumineszenz gegenüber der Behandlungsgruppe 
gemessen werden. LP10Y-siLuc2 = Negativkontrolle 
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4.3 Untersuchungen an orthotopen Xenografts 
Eine Behandlungsgruppe bestand im Mittel aus 5 - 10 Tieren, je nach Experiment und Gruppe. Nach 
der Inokulation der Tumorzellen wurden sie randomisiert in die jeweiligen Therapiegruppen verteilt. 
Nach der  Injektion der Zellen in das rechte Striatum lag die Tumoranwachsrate bei bis zu 96,6 % und 
die Mortalitätsrate des Eingriffs bei  bis zu 0 %. 3 Wochen nach der Tumorzellinokulation traten die 
ersten Abbruchkriterien auf (Gewichtsverlust). Damit ergab sich ein maximal nutzbarer Therapie-
Zeitraum von 2 Wochen. Makroskopisch waren die G55T2-Luc-GFP-Tumore von weicher Konsistenz, 
sowie scharf gegenüber der Umgebung abgegrenzt. Es zeigte sich kein deutlich invasives Wachstum 
in das umgebende Gewebe, jedoch Einblutungen und nekrotischen Areale. 
 
4.3.1 Etablierung des orthotopen Mausmodells 
Um die gewünschte Position und Größe der Tumoren zu gewährleisten, wurden Vorversuche 
durchgeführt. Die Glioblastomzelllinien MZ54, U78 und G55T2-Luc-GFP wurden hinsichtlich ihres 
orthotopen Wachstumsverhaltens untersucht. Hierzu wurden Tumorzellen stereotaktisch in das 
dorsale Striatum injiziert, zu verschiedenen Zeitpunkten Gehirnsektionen vorgenommen (nach 1, 2, 4 
und 6 Wochen) und, durch Anfertigung von 50 µm dicken Gewebeschnitten und Kresylfärbung, die 
Größe kontrolliert. Aufgrund ihrer höchsten Tumor-Take-Rate wurde sich für G55T2-Luc-GFP 
entschieden. Den geringsten Tumortake wies MZ54 auf. Nach 5 - 7 d waren die Tumore bereits 
deutlich zu erkennen (Abb. 23). Die anfangs genutzten Koordinaten (ausgehend vom Bregma 1mm 
nach rostral; 1,6 mm nach lateral und 2,5 mm Eindringtiefe) ergaben sich aus einem Mausatlas   
(Abb. 25). Diese Koordinaten bedurften einiger Korrekturen. Die Eindringtiefe wurde auf 3,5 mm 
erhöht, da die Testsubstanz Methylenblau, nach der Hirnsektion deutlich erkennbar, in die 
Kommissur gelaufen war (Abb. 24). Da sich außerdem die Schraube durch die Rundung des Schädels 
beim Anziehen leicht nach medial neigte, musste die Koordinate der X-Achse angepasst werden, um 
die Mitte des Striatums zu erreichen. Deshalb wurden, ausgehend vom Bregma, 2,0 mm, statt 1,6 





Abb. 23: 7d alter G55T2-Luc-GFP-Hirntumor 
 





































Abb. 25: Ursprüngliche Koordinaten 
 
Abb. 26: Korrigierte Koordinaten 
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4.3.2 Biolumineszenzimaging der Wachstumskinetik 
Das BLI erfolgte in schräger Seitenlage auf der linken Seite der Versuchstiere. Diese Lage war für die 
Verlaufsbeobachtung am besten geeignet, da so die Position des Tumors scheinbar gut einsehbar 
war. Die Inokulation erfolgte routinemäßig auf der rechten Seite. Zu Beginn des Experimentes war 
davon auszugehen, dass es in dieser Position nicht zu Abschirmungen, zum Beispiel durch die 
Schraube oder den Schädelknochen kommt, was bei Aufnahmen in Bauchlage mit direkter Aufsicht 
(Abb. 27A) oder in Rückenlage (Abb. 27B) vorkommen kann. Zum Teil konnte bereits ab dem 1. Tag 
die Luciferaseaktivität der Tumorzellen detektiert werden und es kam augenscheinlich zu einem 
kontinuierlichen Wachstum der orthotopen Tumore (Abb. 28). Zu diesem Zeitpunkt war 
anzunehmen, dass durch diese Versuche gezeigt werden konnte, dass ein Tumorwachstum von in das 
rechte Striatum injizierten Glioblastomzellen in vivo mit Biolumineszenzimaging nicht-invasiv 
beobachtet werden kann. Über 2 Wochen wurden alle 2 bzw. 3 d Aufnahmen gemacht. Zur 
Etablierung des Protokolls wurden zu Beginn Aufnahmen von Mäusen mit stereotaktisch in das 
































Abb. 27: (A) BLI in Bauchlage. Das Implantat verdeckt augenscheinlich die Lumineszenz, (B)
BLI in Rückenlage. Das Gewebe verdeckt die Lumineszenz. 
Ergebnisse 






















Es war von Beginn an eine Umfangsvermehrung  durch das Implantat unter der Kopfhaut sichtbar 
und auch gut tastbar. Ab Tag 8 traten vereinzelt kleine Umfangsvermehrungen fraglichen Ursprungs 
im Bereich des Implantats auf, welche jedoch auch auf Wundschwellungen durch Wundsekret oder 
Wundheilungsstörungen hätten zurückgeführt werden können. Nach den BLI-Aufnahmen erschien 
die Lumineszenz weiterhin in dem erwarteten Bereich des rechten Striatums. Für einige Vorversuche 
der nachfolgenden therapeutischen Intervention wurden die Tiere weiter genutzt. Dabei fiel jedoch 
an Tag 19 ein einzelnes Tier mit einer deutlichen Umfangsvermehrung unter der Kopfhaut auf. Von 
diesem wurden neue BLI-Aufnahmen angefertigt, dann das Versuchstier euthanasiert, die 
Umfangsvermehrung entfernt und nochmal Aufnahmen angefertigt (Abb. 29). Die Lumineszenz war 
auf diesen Aufnahmen deutlich reduziert. Um auszuschließen, dass es sich hierbei nicht nur um einen 
Einzelfall handelt, wurden Untersuchungen angestellt bei denen die Versuchstiere während der BLI-
Aufnahmen schrittweise um 360° um ihre Körperachse gedreht wurden (Abb. 30). Weiterhin 
erfolgten Untersuchungen am dekapitierten Tier ohne Kopfhaut, sowie am explantierten Hirn (Abb. 
31). Es zeigte sich, dass die den Tumor umgebenden Gewebe die Lumineszenz vollständig 
abschirmten und nur s.c. Tumoranteile detektiert wurden. Trotz des verschlossenen Führungskanals 
der implantierten Schraube waren G55T2-Luc-GFP-Zellen auf dem Schraubenkopf und teilweise an 
der Schädeldecke sowie an der Kopfhaut angewachsen (Abb. 32). Die darstellbare Lumineszenz der 
unter der Kopfhaut wachsenden Tumorzellen korrelierte mit der Größe des eigentlichen Tumors im 
rechten Striatum (Abb. 33), weshalb dieser Umstand nicht sofort auffiel. Die Annahme, dass durch 
diese Versuche gezeigt werden konnte, dass ein Tumorwachstum von in das rechte Striatum 
injizierten G55T2-Luc-GFP-Glioblastomzellen in vivo mit Biolumineszenzimaging nicht-invasiv 
beobachtet werden kann, war also nicht korrekt. In den nachfolgenden Versuchen wurde verstärkt 
darauf geachtet, jegliche Wundflüssigkeit sowie Blut sofort aus dem Operationsbereich zu entfernen 
um ein eventuelles Herausspülen von Tumorzellen aus dem Führungskanal der implantierten 
Schraube zu unterbinden. Ein Anwachsen von Tumorzellen unter der Kopfhaut konnte dadurch 
verhindert werden. 
Abb. 28: Scheinbare Wachstumskinetik orthotoper G55T2-Luc-GFP-Tumore. Mäuse mit 
mutmaßlich kontinuierlich wachsendem G55T2-Luc-GFP-Tumor im rechten Striatum. 
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Abb. 29: BLI einer Umfangsvermehrung unter der Kopfhaut (A) deutliche 
Umfangsvermehrung unter der Kopfhaut im Bereich des Implantats,  (B) nach der Euthanasie 
und der Entfernung der Umfangsvermehrung Lumineszenz deutlich reduziert.  
Es wurde kein neues Schwarzweißfoto angefertigt, sondern die pseudocolor-Grafik wurde auf 
dasselbe überlagert, damit es durch die zeitliche Verzögerung zu keiner deutlichen Abnahme 
der Lumineszenz kommt und das Ergebnis nicht verfälscht wird. 
 
Abb. 30: BLI 360°- Aufnahmen. Das den Tumor umgebende Gewebe schirmt die Lumineszenz 
des Tumors im rechten Striatum vollständig ab. Nur die s.c. Tumoranteile sind detektierbar. 
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Abb. 31: BLI ohne Kopfhaut bzw. ohne Schädelknochen. (A) lebend, (B) dekapitiert, ohne Kopfhaut, mit 
Schraube, (C) explantiertes Hirn, (D) lebend, (E) dekapitiert, ohne Kopfhaut, ohne Schraube, (F)
explantiertes Hirn 
Abb. 32: Umfangsvermehrungen auf der Schädeldecke. (A) Die Pfeile zeigen 3 Umfangsvermehrungen 
auf der Schädeldecke. (B) Der Pfeil zeigt eine Verwachsung durch Tumorzellen zwischen dem Implantat 
und Kopfhaut. 
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4.3.3 Hirnsektion und makroskopische Beurteilung 
Das Gehirn wurde in 4 % Formaldehyd bei 4 °C fixiert. Bereits bei der makroskopischen Betrachtung 
waren die Tumoren in der rechten Hemisphäre erkennbar. Die Mittellinie war zugunsten der rechten 
Hirnhälfte verschoben. Ursächlich für die Mittellinienverlagerung war die intrakranielle 
Raumforderung (Tumor und Hirnödem) die zur Verdrängung des Hirngewebes der betroffenen 
Hemisphäre zur kontralateralen Seite führte. Vereinzelt traten überdurchschnittlich große Tumoren 















 Abb. 33: Korrelation zwischen BLI s.c. Tumoranteile und realer Tumorgröße. (A) weniger 
Lumineszenz und kleinerer Hirntumor, (B) stärkere Lumineszenz und größerer Hirntumor. Die 
darstellbare Lumineszenz der unter der Kopfhaut wachsenden Tumorzellen korrelierte mit der Größe 
des eigentlichen Tumors im rechten Striatum, weshalb es nicht sofort auffiel, dass nicht der gesuchte 
Tumor, sondern s.c. Tumoranteile detektiert wurden. 
 Abb. 34: Makroskopische Aufnahmen Hirn. (A) Die Pfeile zeigen einen Tumor in der rechten 
Hemisphäre und eine Mittellinienverlagerung. (B) Die Pfeile zeigen einen aus dem rechten Großhirn 
hervortretenden Tumor und eine Mittellinienverlagerung deutlich zugunsten der rechten Hemisphäre. 
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4.3.4 Kresylviolettfärbung 
Die Glioblastomzelllinie bildete intracerebral rasch wachsende, wenig invasive Tumore, die weitest-
gehend scharf von dem umliegenden gesunden Gewebe abgegrenzt waren. Kleine Tumore wiesen 
eher Migrationen auf als große Tumoren. Die Tumoren hielten größtenteils natürliche Begrenzungen 
ein (beispielsweise kein Übertritt in die linke Hemisphäre), wodurch ab einer gewissen Größe der 
vorhandene Raum vollständig ausgefüllt war und keine vom Haupttumor abgegrenzten Zellen mehr 
nachweisbar waren. Iatrogen geschaffene Räume und Öffnungen, wie durch die implantierte 
Schraube und den Stichkanal von der Inokulation der Tumorzellen, wurden ausge-füllt und als 
Wuchsrichtung bevorzugt. Es traten Tumore auf, welche deutlich aus dem Großhirn her-vorwuchsen 














4.3.4.1 Wachstumskinetik der unbehandelten Glioblastome 
Mit Hilfe der Kresylviolettfärbung, der Bildbearbeitungs- und Bildverarbeitungssoftware FIJI und dem 
FigureJ plugin wurden die Tumorgrößen zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt und eine 
Wachstumskurve erstellt (Abb. 36). In der Zeit von Tag 6 bis Tag 14 nach der Tumorzellinokulation 
wuchsen die Glioblastome im Mittel von 1,1 mm2 ± 0,2 mm2 auf 2,9 mm2 ± 0,2 mm2 an. Dies 
entspricht einer Größenzunahme um das 2,6-Fache. In den darauf folgenden 12 - 13 d wuchsen die 
Tumore im Mittel nochmals von 2,9 mm2 ± 0,2 mm2 auf  29,2 mm2 ± 7,7 mm2 an. Dies entspricht 
einer weiteren Steigerung der Größe um das 10-Fache. 
 
Abb. 36: Wachstumskinetik von orthotopen Glioblastomen aus G55T2-Luc-GFP. In der Zeit von Tag 
6 - Tag 14 erfolgte eine Größenzunahme um das 2,6-Fache. In den folgenden 12 - 13 d erfolgte 
nochmals eine Größenzunahme um das 10-Fache. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte ± SEM.   





























Zeitpunkt nach Tumorzell-Injektion [d]
Abb. 35: Übersicht Kresylviolettfärbung. (A) Kleiner Tumor mit vergleichsweise viel Migration, (B) 
Großer Tumor mit Mittellinienverschiebung, (C) Mittelgroßer Tumor mit Wuchsrichtung nach
dorsaler Öffnung durch Implantat 
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4.3.5 In vivo Untersuchungen zur Inhibierung des Tumorwachstums 
Nach dem siRNA- vermittelten Knockdown von PLK1 bzw. der AntimiR- vermittelten Inhibition der 
miR-155 wurde die Wirkung auf das Wachstum von Glioblastomen in Mäusen untersucht. Nach einer 
fünf- bis siebentägigen Etablierung der orthotopen Tumore wurde mit der lokalen, intratumoralen 
Behandlung begonnen. Die Tumoranwuchsrate betrug 73,3 - 96,6 %. In dem gesamten Zeitraum vom 
Einsetzen des Implantats bis zur Euthanasie betrug die Mortalitätsrate 0 - 12 %. Dies entspricht im 
Mittel jeweils nur 1 - 2 Tieren pro Experiment, die beispielsweise durch Narkosezwischenfälle 
verstarben. Vorzeitig verstorbene Tiere oder solche ohne Tumor wurden nicht in die Statistik mit 
einbezogen. In seltenen Fällen waren einzelne Hirne nicht auswertbar. Beispielsweise waren 
besonders aus dem Hirn hervorgewölbte Tumoren bei der Hirnentnahme und bei dem Anfertigen der 
Gewebeschnitte am Vibratom nicht verlustfrei aufzuarbeiten. 
 
4.3.5.1 Vorexperiment zur Wirkung des PEI/AntimiR-155-Komplex auf das Tumorwachstum 
In einem Vorexperiment zur Etablierung der Technik erfolgte die viermalige Behandlung mit dem PEI-
AntimiR-155-Komplex (0,5 µg in 3 µl mit 12 µl/h) von Tumoren aus 2 verschiedenen Gruppen. Die 
einzelnen Gruppen wurden zeitgleich behandelt und zeitgleich euthanasiert. Die Inokulation der 
Tumorzellen erfolgte jedoch in der 1. Gruppe 5 d früher über die implantierte Schraube mit 
Führungskanal und in der 2. Gruppe 5 d später als stereotaktische Injektion mit Implantation der 
Schraube am Tag der ersten Behandlung. Eine unbehandelte Gruppe gab es nicht, da dies zur reinen 
Etablierung der Technik nicht notwendig war. In der Gruppe 1 führte die Behandlung im Vergleich 
mit den unbehandelten Tieren zu einer Reduktion der Tumorgröße um 29,6 % (19,9 mm2 ± 9,2 mm2 
zu 14,0 mm2 ± 4,1 mm2) (Abb. 37A). In der Gruppe 2 führte die Behandlung im Vergleich mit den 
unbehandelten Tieren zu einer Reduktion der Tumorgröße um 2 % (12,2 mm2 ± 8,4 mm2 zu 11,9 mm2 
± 11,4 mm2) (Abb. 37B). Die Darstellung mittels BoxPlots (Abb. 38A/B) verdeutlicht die Verteilung der 
einzelnen Werte. Aufgrund der Ergebnisse wurden in nachfolgenden Untersuchungen die 
Tumorzellen über die Schraube injiziert und anschließend nach 5 - 7 d die Behandlung begonnen. 
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Abb. 37: Mittlere Größe von Tumoren 25 d bzw. 20 d nach Behandlung mit dem PEI-AntimiR-155-
Komplex (A) Die Behandlung reduzierte das Wachstum um 29,6 % bzw. (B) um 2 %. Die dargestellten 
Werte sind Mittelwerte ± SEM. n = 4 (25 d, PEI-F25/155-ZEN), n = 2 (25 d, PEI-F25/NC5-ZEN), n = 3  

















































25 d alte Tumoren 20 d alte Tumoren
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Abb. 38: Größenverteilung von Tumoren 25 d bzw. 20 d nach Behandlung mit dem PEI-AntimiR-
155-Komplex. Größenverteilung nach 25 d (links), Größenverteilung nach 20 d (rechts), n = 4 (25 d, 
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4.3.5.2 Wirkung von PEI/antimiR-155-Komplexen auf das Tumorwachstum 
Die fünfmalige Behandlung mit dem PEI-AntimiR-155-Komplex (0,5 µg in 3 µl mit 12 µl/h) führte im 
Vergleich mit den unbehandelten Tieren zu einer signifikanten Reduktion der Tumorgröße um 55,9 % 
(19,4 mm2 ± 5,5 mm2 zu 8,6 mm2 ± 2,3 mm2). Im Vergleich mit der Negativkontrollgruppe (PEI-F25-
155-NC5) führte die Behandlung zu einer signifikanten Reduktion der Tumorgröße um 43,7 % (15,2 
mm2 ± 5 mm2 zu 8,6 mm2 ± 2,3 mm2) (Abb. 39). Die Differenz zwischen der unbehandelten Gruppe 
und der Negativkontrollgruppe könnte mit einer leichten Zytotoxizität des PEI-Komplexes oder durch 
das wiederholte Einstechen mit einer Kanüle in den Tumor und die damit einhergehende Zerstörung 
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Abb. 39: mittlere Tumorgröße (links), Größenverteilung (rechts), nach Behandlung mit PEI-AntimiR-
155-Komplex. Auswirkung  der therapeutischen Intervention mit dem intratumoral injizierten PEI-
F25/155-ZEN auf das Wachstum von G55T2-Luc-GFP-Tumoren im Striatum. Die Behandlung reduzier-
te das Wachstum im Vergleich zur unbehandelten Gruppe um 55,9 % und zur Negativkontrollgruppe 
um 43,7 %. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte ± SEM. n = 10  (PEI-F25/155-ZEN, unbehandelt), 
n = 9 (PEI-F25/NC5-ZEN = Negativkontrolle), Signifikanzniveau: * p < 0,05, ** p < 0,001 
 
 
4.3.5.3 Wirkung von LP10Y-siPLK1 auf das Tumorwachstum 
Die sechsmalige Behandlung mit dem PEI-siRNA-Komplex LP10Y-siPLK1 (0,5 µg in 3 µl mit 12 µl/h) 
führte im Vergleich mit den unbehandelten Tieren zu einer Reduktion der Tumorgröße um 38,9 % 
(21,7 mm2 ± 1,1 mm2 zu 13,2 mm2 ± 6,3 mm2). Im Vergleich mit der Negativkontrollgruppe (LP10Y-
siLuc3) führte die Behandlung zu einer Reduktion der Tumorgröße um 24,7 % (17,6 mm2 ± 1,1 mm2 
zu 13,2 mm2 ± 5 mm2) (Abb. 40). Die Differenz zwischen der unbehandelten Gruppe und der 
Negativkontrollgruppe könnte mit einer leichten Zytotoxizität des PEI-Komplexes oder durch das 
wiederholte Einstechen mit einer Kanüle in den Tumor und die damit einhergehende Zerstörung von 
Tumorgewebe erklären. Die Darstellung mittels BoxPlot verdeutlicht die Verteilung der einzelnen 
Werte.  
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Abb. 40: mittlere Tumorgröße (links), Größenverteilung (rechts) nach Behandlung mit LP10Y-
siPLK1. Auswirkung  der therapeutischen Intervention mit dem intratumoral injizierten PEI-siRNA-
Komplex LP10Y-siPLK1 auf das Wachstum von G55T2-Luc-GFP-Tumoren im Striatum. Die Behandlung 
reduzierte das Wachstum im Vergleich zur unbehandelten Gruppe um 38,9 % und zur 
Negativkontrollgruppe um 24,7 %. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte ± SEM. n = 6  (LP10Y-




4.3.5.3.1 Überlebenszeitanalyse nach LP10Y-siPLK1-Behandlung 
Nach dreimaliger Behandlung mit dem PEI-siRNA-Komplex LP10Y-siPLK1 (0,5 µg in 3 µl mit 
12 µl/h) wurde eine Analyse der Überlebenszeitdaten mittels Kaplan-Meier-Verfahren 
durchgeführt. Die Behandlung führte im Vergleich mit den unbehandelten Tieren zu einer 
verlängerten mittleren Überlebenszeit um 6,7 % (27 d ± 1,6 d zu 28,8 d ± 3,1 d). Im Vergleich 
mit der Negativkontrollgruppe (LP10Y-siLuc3) führte die Behandlung zu einer verlängerten 
mittleren Überlebenszeit um 7,6 % (26,8 d ± 2 d zu 28,8 d ± 3,1 d) (Abb. 41). Die Darstellung 
mittels Kaplan-Meier-Kurve stellt die Überlebenswahrscheinlichkeit in Tagen dar. Die 
Wahrscheinlichkeit, bis zum Tag 29 nach der Tumorzellinokulation zu überleben, lag für die 
Behandlungsgruppe bei 40 %, für die Negativkontrollgruppe bei 11 % und für die 
unbehandelte Gruppe bei 0 % (Abb. 42). Im Unterschied zu der vorangegangenen Untersuchung 
der Wirkung einer sechsmaligen Behandlung mit LP10Y-siPLK1 auf das Tumorwachstum erfolgte hier 
nur eine dreimalige Behandlung, in deren Anschluss die tumortragenden Tiere ohne weitere 
Manipulation auf ihre Überlebenswahrscheinlichkeit hin untersucht wurden. Eine Messung der 
Tumorgröße erfolgte nicht, da die Tiere unterschiedlich lange überlebten und ein Vergleich somit 
nicht möglich war. 
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Abb. 41: Mittlere Überlebenszeit nach LP10Y-siPLK1-Behandlung. Auswirkung  der therapeutischen 
Intervention mit dem intratumoral injizierten PEI-siRNA-Komplex LP10Y-siPLK1 auf die mittlere 
Überlebenszeit. Die Behandlung verlängerte die mittlere Überlebenszeit im Vergleich zur 
unbehandelten Gruppe um 6,7  % und zur Negativkontrollgruppe um 7,6 %. n = 10  (LP10Y-siPLK1, 























































Abb. 42: Überlebenswahrscheinlichkeit nach Kaplan-Meier nach LP10Y-siPLK-Behandlung. 
Überlebenswahrscheinlichkeit bis zum 29. Tag: LP10Y-siPLK1: 40 %, LP10Y-siLuc3: 11 %, U.: 0 %, n = 
10  (LP10Y-siPLK1, unbehandelt), n = 9 (LP10Y-siLuc3 = Negativkontrolle) 
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4.3.6 Immunhistochemie 
Zur immunhistochemischen Beurteilung wurden die Präparate gemäß eines Routineprotokolls     
(Tab. 20) gefärbt. Es wurden Primärantikörper gegen aktive Caspase-3, Vimentin, PLK1 und Ki-67 
genutzt. Anschließend wurden sie dehydriert und mit Entellan und einem Deckgläschen eingedeckt. 
 
4.3.6.1 Etablierung verschiedener  Antikörper zur Detektion aktivierter Caspase-3 
Es wurden 4 Antikörper gegen aktivierte Caspase-3 auf ihre Detektionsfähigkeit von aktivierter 
Caspase-3 mit Hilfe der enzymgekoppelten Streptavidin-Biotin-Methode verglichen. Alle Antikörper 
wurden mit 2 verschiedenen Färbeprotokollen getestet. Die beiden Protokolle unterschieden sich 
hinsichtlich des Epitopaufschlusspuffers und der DAB-Lösung (Tab. 21) und entsprachen ansonsten 
dem Routineprotokoll (Tab. 20). Alle Präparate wurden in einem immunhistochemischen 
Färbedurchgang und unter den gleichen Bedingungen hergestellt. Einige Präparate wurden mit 
Hämatoxylin gegengefärbt. 
Die immunhistochemische Färbung mit dem Antikörper von Cell Signaling zeigte vergleichsweise 
wenig spezifische Anfärbung im Tumorgewebe. Es sind nur wenig positive Zellen deutlich und klar 
erkennbar braun gefärbt. Im gesunden Gewebe zeigte sich eine unspezifische, braune Anfärbung der 
Gliazellen und Neurone. Die Qualität der Färbung mit der Variante 1 (HIER-Puffer und DAB-Lösung I) 
war wenig besser als die die Variante 2 (EDTA-Puffer und DAB-Lösung II) (Abb. 43). 
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Abb. 43: Immunhistochemische Färbung mit dem Antikörper gegen aktive Caspase-3 von Cell 
Signaling. (A) Pfeile: unspezifische, braune Anfärbung im gesunden Gewebe (B) Pfeile: spezifische 
Anfärbung im Tumorgewebe 
 
 
Die Färbung mit dem Antikörper von Promega zeigte keine spezifische Anfärbung im Tumorgewebe. 
Selbst in der Nähe von Nekrosen, in der in anderen Färbungen am meisten apoptotische Zellen 
auftraten, waren keine positiven Zellen klar erkennbar braun gefärbt. Im gesunden Gewebe zeigte 
sich eine ungleichmäßige unspezifische, braune Anfärbung der Gliazellen und Neurone. Die Qualität 
beider Varianten war vergleichbar schlecht (Abb. 44). 
 
Ergebnisse 
  64  
  
A B





Abb. 44: : Immunhistochemische Färbung mit dem Antikörper gegen aktive Caspase-3 von 
Promega. (A) Pfeil: unspezifische, braune Anfärbung im gesunden Gewebe. (B) keine spezifische 
Anfärbung im Tumorgewebe, links intaktes Tumorgewebe (i), rechts Nekrose (N) 
 
 
Die immunhistochemische Färbung mit dem Antikörper von Neuromics zeigte eine spezifische 
Anfärbung im Tumorgewebe, jedoch auch eine ungleichmäßige, unspezifische, braune Anfärbung der 
Gliazellen und Neurone im gesunden Gewebe und dem intakten Tumorgewebe. Die Qualität der 
Färbung mit der Variante 1 (HIER-Puffer und DAB-Lösung I) war besser als die die Variante 2 (EDTA-
Puffer und DAB-Lösung II) (Abb 45). 
 
A B





Abb. 45: Immunhistochemische Färbung mit dem Antikörper gegen aktive Caspase-3 von 
Neuromics. (A) Pfeil: unspezifische, braune Anfärbung im gesunden Gewebe (B) spezifische 
Anfärbung im Tumorgewebe (S) und unspezifische Anfärbung des intakten Tumorgewebes (U) 
 
 
Die Färbung mit dem Antikörper von MBL zeigte deutliche Qualitätsunterschiede in den 2 
verschiedenen Varianten. Bei der Variante 2 (EDTA-Puffer und DAB-Lösung II) zeigte sich 
vergleichsweise wenig spezifische Anfärbung im Tumorgewebe. Es sind nur wenig positive Zellen 
deutlich und klar erkennbar braun gefärbt. Im gesunden Gewebe zeigte sich eine unspezifische, 
braune Anfärbung der Gliazellen und Neurone. Bei der Variante 1 (HIER-Puffer und DAB-Lösung I) 
zeigte sich eine spezifische Anfärbung im Tumorgewebe mit guten Kontrasten. Im gesunden Gewebe 
traten vergleichsweise wenig unspezifische Anfärbungen auf (Abb. 46).  
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Abb. 46: Immunhistochemische Färbung mit dem Antikörper gegen aktive Caspase-3 von MBL.    
(A) Pfeil: unspezifische, braune Anfärbung im gesunden Gewebe (B) spezifische Anfärbung im 
Tumorgewebe (S), links intaktes Tumorgewebe (i), rechts Nekrose (N) 
 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich die untersuchten Antikörper in ihrer Detektionsfähigkeit 
hinsichtlich der aktiven Caspase-3 teilweise stark unterscheiden. Alle Antikörper färbten jedoch 
Zellen im gesunden Gewebe an, obwohl hier keine apoptotischen Zellen mit aktivierter Caspase-3 
vorhanden sein dürften. Diese Zellen galten als unspezifisch angefärbt. Der Antikörper von MBL, 




4.3.6.2 Immunhistochemische Beurteilung mittels aktiver Caspase-3-Färbung 
Die immunhistochemische Färbung mit dem Antikörper gegen aktivierte Caspase-3 zeigt 
apoptotische Zellen an. Apoptose-positive Zellen werden klar erkennbar braun gefärbt. Präparate 
von G55T2-Luc-GFP-Tumoren aus der Behandlungsgruppe mit LP10Y-siPLK1 wiesen zentrale 
Nekrosen auf, auch wenn es sich um kleine Tumoren handelte. Kleine Tumoren weisen üblicherweise 
seltener zentrale Nekrosen auf als große Tumoren. Apoptotische Zellen waren vor allem um die 
Nekrosen herum, aber auch deutlich im intakten Tumorgewebe zu erkennen (Abb. 47A). Präparate 
von Tumoren aus der Negativkontrollgruppe mit LP10Y-siLuc3 waren häufig deutlich größer als die 
aus der Behandlungsgruppe mit LP10Y-siPLK1 und wiesen somit auch mehr zentrale Nekrosen auf. 
Apoptotische Zellen waren vor allem am Rande der Nekrosen und weniger im intakten Tumorgewebe 
zu erkennen (Abb. 47B). Die Präparate der unbehandelten Tumore waren ebenfalls meist deutlich 
größer als die aus der Behandlungsgruppe mit LP10Y-siPLK1 und wiesen somit auch mehr zentrale 
Nekrosen auf. Apoptotische Zellen waren vor allem am Rande der Nekrosen und weniger im intakten 
Tumorgewebe zu erkennen (Abb. 47C). Tumore aus der Behandlungsguppe PEI-F25/155-ZEN zeigten, 
auch bei sehr kleinen Tumoren, deutlich Apoptose im intakten Tumorgewebe ohne jedoch Nekrosen 
aufzuweisen (Abb. 47D). Bei Präparaten von Tumoren aus der Negativkontrollgruppe PEI-F25/NC5-
ZEN ist die Apoptose hauptsächlich mit Nekrosen assoziiert und tritt kaum im intakten Tumorgewebe 





















































































Abb. 47: Immunhistochemische Beurteilung mittels aktiver Caspase-3-Färbung. i = intaktes Tumorgewebe, S = 
spezifische Anfärbung, N = Nekrose (A) Nekrose obwohl kleiner Tumor, Apoptose auch im intakten 
Tumorgewebe (n = 4), (B) Apoptose vor allem am Rand der Nekrosen und weniger im intakten Tumorgewebe 
(n = 3), (C) Apoptose vor allem am Rand der Nekrosen und weniger im intakten Tumorgewebe (n = 2), (D) 
Apoptose im intakten Tumorgewebe, keine Nekrose (n = 3), (E) Apoptose vor allem am Rande der Nekrosen 
und nicht im intakten Tumorgewebe (n = 2) 
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4.3.6.3 Immunhistochemische Beurteilung mittels Ki-67-Färbung 
Die immunhistochemische Färbung mit dem Antikörper gegen Ki-67 zeigt proliferierende Zellen an. 
Diese werden klar erkennbar braun gefärbt. Präparate von G55T2-Luc-GFP-Tumoren aus der 
Behandlungsgruppe mit LP10Y-siPLK1 wiesen entlang des Tumorrands mehr Proliferation auf als im 
Tumorinneren (Abb. 48A). Bei Präparaten von Tumoren aus der Negativkontrollgruppe mit LP10Y-
siLuc3 zeigte sich eine gleichmäßigere Proliferation, welche nicht am Tumorrand stärker ausgeprägt 
war (Abb. 48B). Die Präparate der unbehandelten Tumore zeigten ebenfalls eine gleichmäßige 
Proliferation, die nicht am Tumorrand stärker ausgeprägt war (Abb. 48C). Tumore aus der 
Behandlungsgruppe PEI-F25/155-ZEN zeigten mehr Proliferation entlang des Tumorrands als im 
Tumorinneren (Abb. 48D). Präparate von Tumoren aus der Negativkontrollgruppe PEI-F25/NC5-ZEN 
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Abb. 48: Immunhistochemische Beurteilung mittels Ki-67-Färbung  (A) mehr Proliferation am 
Tumorrand (n = 4), (B) gleichmäßige Proliferation (n = 2), (C) gleichmäßige Proliferation (n = 2), (D) 
mehr Proliferation am Tumorrand (n = 3), (E) gleichmäßige Proliferation (n = 1) 
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4.3.6.4 Immunhistochemische Beurteilung mittels Vimentin-Färbung 
Die immunhistochemische Färbung mit dem Antikörper gegen Vimentin zeigt Vimentin als 
Intermediärfilament des Zytoskeletts der Tumorzellen an und lässt migierende Zellen gut erkennen. 
Kleine Tumore wiesen eher Migrationen auf als große Tumoren. Die Tumoren hielten größtenteils 
natürliche Begrenzungen ein (beispielsweise kein Übertritt in die linke Hemisphäre), wodurch ab 
einer gewissen Größe der vorhandene Raum vollständig ausgefüllt war (sehr große Tumoren füllten 
am Ort ihres größten Querschnitts die gesamte rechte Hemisphäre aus) und keine vom Haupttumor 
abgegrenzten Zellen mehr nachweisbar waren (siehe auch Abb. 35). Präparate von G55T2-Luc-GFP-
Tumoren aus der Behandlungsgruppe mit LP10Y-siPLK1 zeigten vergleichsweise wenig Migration 
trotz ihrer geringen Größe (Abb. 49A). Bei Präparaten von Tumoren aus der Negativkontrollgruppe 
mit LP10Y-siLuc3, welche in der Regel größer als die aus der Behandlungsgruppe waren, zeigte sich 
vergleichsweise viel Migration, auch mit Gefäßassoziation (Abb. 49B). Die Präparate der 
unbehandelten Tumore zeigten ebenfalls Migration, obwohl sie deutlich größer waren als die 
Tumoren aus der Behandlungsgruppe (Abb. 49C). Tumore aus der Behandlungsgruppe PEI-F25/155-
ZEN waren häufig deutlich kleiner als unbehandelte Tumore oder solche aus der 
Negativkontrollguppe und wiesen somit auch vergleichsweise mehr Migration auf. Es traten jedoch 
auch sehr kleine Tumoren ohne Migration auf (Abb. 49D). Präparate von Tumoren aus der 
Negativkontrollgruppe PEI-F25/NC5-ZEN zeigten migrierende Zellen und Metastasen in den 





































































































Abb. 49: Immunhistochemische Beurteilung mittels Vimentin-Färbung. (A) wenig Migration trotz 
geringer Größe (n = 4), (B) großer Tumor, vergleichsweise viel Migration, mit Gefäßassoziation (n = 
3), (C) großer Tumor, vergleichsweise viel Migration (n = 2), (D) kleine Tumore ohne Migration (n = 4), 
(E) großer Tumor, vergleichsweise viel Migration (n = 3) (F)/(G) Metastasen in Corpus callosum und 
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4.3.6.5 Immunhistochemische Beurteilung mittels PLK1-Färbung 
Die primäre Funktion von PLK1 besteht in der Kontrolle des mitotischen Fortgangs. Die 
immunhistochemische Färbung mit dem Antikörper gegen PLK1 zeigt die Polo-Like-Kinase 1 und 
somit mitotisch aktive Zellen. Da PLK1 in Tumorzellen überexprimiert wird, zeigen schwächer 
gefärbte Zellen den mittels LP10Y-siPLK1 induzierten Knockdown von PLK1 an. Präparate von G55T2-
Luc-GFP-Tumoren aus der Behandlungsgruppe mit LP10Y-siPLK1 zeigten deutlich blassere bis 
ungefärbte Bereiche. Diese sind abzugrenzen von Nekrosen, welche keine Anfärbung mehr anzeigen 
können. Die Tumorzellen erscheinen blasser und haben undefiniertere Ränder als Zellen der 
Negativkontrollgruppe oder der unbehandelten Gruppe (Abb. 50A). Bei Präparaten von Tumoren aus 
der Negativkontrollgruppe mit LP10Y-siLuc3 sind die ungefärbten Bereiche mit nur Nekrosen 
assoziiert. Die Zellen erscheinen ansonsten stärker gefärbt und haben definiertere Zellränder (Abb. 
50B). Die Präparate der unbehandelten Tumore zeigten ebenfalls ungefärbte, aber mit Nekrose 
assoziierte Bereiche und stärker gefärbte Zellen mit definierteren Zellrändern (Abb. 50C). 
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Abb. 50: Immunhistochemische Beurteilung mittels PLK1-Färbung. (A) ungefärbte, nicht nekrotische 
Bereiche (U), Tumorzellen blasser mit undefinierteren Zellrändern (n = 3), (B) ungefärbten Bereiche 
mit Nekrose assoziiert (N), Tumorzellen stärker gefärbt und definiertere Zellränder (n = 3), (C) 
ungefärbte Bereiche mit Nekrose assoziiert (N), Tumorzellen stärker gefärbt und definiertere 
Zellränder (n = 3) 
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4.4 Tissue Slice Cokulturen zur Quantifizierung von Wachstum und Invasion 
Um das Wachstums- und Invasionsvehalten von G55T2-Luc-GFP-Xenografts im präfrontalen Cortex 
(im Folgenden als Cortex bezeichnet) und im Striatum quantifizieren zu können, wurden 
Mikroskopiebilder angefertigt, welche mit der Software FIJI und dem FigureJ plugin analysiert 
wurden. Dazu wurde der Tumor in verschiedene Bereiche eingeteilt. Tumorgewebe oberhalb des 
gesunden Hirngewebes wurde als „nicht raumforderndes Wachstum“ definiert. 
Zusammenhängendes Tumorgewebe innerhalb des gesunden Hirngewebes wurde als 
„raumforderndes Wachstum“ definiert. Zellen und Zellverbände ohne Kontakt zum Haupttumor 
wurden als „migrierende Zellen“ definiert. Die Fläche des Tumors wurde aus dem raumfordernden 
und dem nicht raumfordernden Wachstum gemeinsam, jedoch ohne invadierende Zellen gebildet 
(siehe Abb. 17). Bei der Auswertung der immunhistochemischen Präparate (Anti-Vimentin) der Tissue 
Slice Cokulturen aus orthtopen Glioblastomen fielen Unterschiede hinsichtlich des Wachstums- und 
Migrationsverhaltens der Tumorbiopsien auf dem Gewebe aus dem Cortex bzw. dem Striatum auf 
(Abb. 51). Die auf dem Cortex wachsenden Tumoren waren im Mittel 41,4 % kleiner als die auf dem 
Striatum wachsenden Tumore, wiesen jedoch 60,9 % mehr Invasion von G55T2-Luc-GFP-Zellen in das 
umliegende Hirngewebe (Abb. 52) und 80 % mehr raumforderndes Wachstum im Verhältnis zum 
nicht raumfordernden Wachstum (Abb. 53) auf. Im Folgenden wird das Verhältnis der invadierenden 
Zellen zur Länge des Tumors als Tumor-Invasions-Index bezeichnet. Der Tumor-Invasions-Index des 
Xenografts im Cortex ist signifikant um 73,7 % höher als der des Xenografts im Striatum (Abb. 54). Die 
Darstellungen mittels BoxPlot verdeutlichen die Verteilung der einzelnen Werte.  
Mit Hilfe der Antikörper gegen Ki-67 konnte in den Tissue Slice Cokulturen ebenfalls Proliferation bis 
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Abb. 51: Immunhistochemie von Tissue Slice Cokultur-Präparaten mit Vimentin-Antikörper           
(A) orthotopes G55T2-Luc-GFP-Xenograft auf dem Cortex, Tumor kleiner, mehr Migration, mehr 
raumforderndes Wachstum im Verhältnis zum nicht raumfordernden Wachstum (n = 5), (B) 
orthotopes G55T2-Luc-GFP-Xenograft auf dem Striatum, Tumor größer, weniger Migration, weniger 
raumforderndes Wachstum im Verhältnis zum nicht raumfordernden Wachstum (n = 5) 
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Abb. 52: Größe und Migration von G55T2-Luc-GFP-Xenografts im Cortex und im Striatum (links). 
Verteilung der Werte für Größe und Migration (rechts). Die auf dem Cortex wachsenden Tumore 
waren 41,4 % kleiner als die auf dem Striatum wachsenden Tumore, wiesen jedoch 60,9 % mehr 
Migration in das umliegende Hirngewebe auf. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte, n = 5, 
Signifikanzniveau p > 0,05; zur besseren Übersicht ist das Balkendiagramm ohne Fehlerbalken 

















































































































Abb. 53: Verhältnis raumforderndes Wachstum zu nicht raumforderndem Wachstum von G55T2-
Luc-GFP-Xenografts im Cortex und im Striatum (links). Größenverteilung der Werte des 
Verhältnisses (rechts). Die auf dem Cortex wachsenden Tumore wiesen 80 % mehr raumforderndes 
Wachstum im Verhältnis zum nicht raumfordernden Wachstum auf. Die dargestellten Werte sind 
Mittelwerte +/- SEM, n = 5, Signifikanzniveau p > 0,05 
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Abb. 54: Links: Tumor-Invasions-Index, rechts: Verteilung der Werte des Tumorinvasionsindex. Der 
Tumor-Invasions-Index der Xenografts im Cortex ist 73,7 % höher als der der Xenografts im Striatum. 
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte +/- SEM, n = 5, * Signifikanzniveau p < 0,05; die beiden 
höchsten Werte im Cortex und die beiden niedrigsten Werte im Striatum liegen eng beieinander und 







Abb. 55: Nachweis von Proliferation in Tissue Slice Cokultur. Nachweis von Proliferation bis an den 
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5 Diskussion 
Glioblastoma multiforme ist der aggressivste, primäre Hirntumor. Er ist zurzeit trotz weitest 
möglicher Resektion, Bestrahlung und Chemotherapie nicht heilbar (KHURSHED et al. 2017). Neue 
Therapieansätze werden dringend benötigt. Einfache Zellkulturen sind für tumorbiologische 
Untersuchungen häufig nicht ausreichend, da sie der Komplexität des Gewebes in vivo nicht 
entsprechen. Aufwändige in vivo- und ex vivo-Modelle sind notwendig, um die Effizienz einer 
therapeutischen Intervention beurteilen zu können (HUSZTHY et al. 2012). 
 
5.1 Subkutanes Xenograft 
Im Rahmen dieser Dissertation sollte ein subkutanes Glioblastom-Xenotransplantmodell etabliert 
werden, bei dem das Tumorwachstum mittels Biolumineszenzimaging überwacht wird, eine 
therapeutische Applikation mit dem PEI-siRNA-Komplex LP10Y-siLuc3 erfolgt und der 
Behandlungserfolg mittels Messung der Lumineszenz charakterisiert wird. Hintergrund der BLI-
Versuche war zu zeigen, dass mit Biolumineszenzimaging ein kontinuierliches Monitoring des 
Tumorwachstums und seiner Luciferaseaktivität in vivo möglich ist, sowie der Nachweis der 
Transfektionseffizienz von LP10Y. 
Zunächst wurde die Wachstumskinetik von Tumoren nach subkutaner Tumorzellinjektion in die 
Flanken von Nacktmäusen verfolgt. Die Tumore lagen hier nur unter einer dünnen Hautschicht und 
wurden nicht von weiteren Geweben überlagert. Das nach einer Luciferininjektion von den Tumoren 
aus G55T2-Luc-GFP-Zellen emittierte Licht (KONCZ et al. 1990) musste nur eine kurze Strecke durch 
das Gewebe zurücklegen, weshalb die Lichtauslöschung relativ gering blieb (SATO et al. 2004). So 
konnte eine Veränderung der Lichtintensität durch Wachstum gut detektiert werden. Aufgrund ihrer 
Lage konnten die subkutanen Tumore ebenfalls ertastet und ohne CCD-Kamera gesehen werden. 
Dadurch ließ sich ein Vergleich zwischen tatsächlicher und angezeigter Tumorgröße anstellen, welche 
miteinander vereinbar waren. Die anschließende Quantifizierung der Lichtintensität und somit der 
Luciferaseaktivität mittels ROI ergab eine steilere Kurve im zeitlichen Verlauf und deutlich höhere 
Werte bezogen auf das Tumorvolumen in der Behandlunggruppe mit siLuc3. Die Erscheinungsform 
von Glioblastomen kann mit Einblutungen, Nekrosen und Zysten sehr verschieden sein (Bailey et al. 
1926) und große bzw. schnell gewachsene Tumore weisen häufiger zentrale Nekrosen auf als kleine 
Tumoren (MILROSS et al. 1997). Es ist also möglich dass die Tumoren, je nach dem Ausmaß der 
äußerlich nicht erkennbaren Nekrosen, Zysten und Blutungen, unterschiedlich viele lebende Zellen 
pro Volumen mit entsprechender Luciferaseaktivität aufwiesen. Im Mittel waren die Tumore der 
Negativkontrollgruppe größer als die der Behandlungsgruppe. Ein größeres Volumen kann mit mehr 
Nekrose und somit weniger Lumineszenz einhergehen. Dass ein Tumorwachstum Luciferase 
exprimierender Tumorzellen in vivo mit Biolumineszenzimaging verfolgt werden kann, ist bereits 
bekannt und konnte auch in dieser Arbeit reproduziert werden (CONTAG et al. 1997, TOYOSHIMA et 
al. 2009). Mit diesem Verfahren konnte nicht gezeigt werden, dass die siRNA siLuc3 erfolgreich in die 
G55T2-Luc-GFP-Zellen transfiziert wurde. Das BLI von Luciferase exprimierenden GBM ist kein 
vielversprechendes Verfahren zur Untersuchung der Transfektionseffizienz von PEI-Komplexen. Eine 
gute Alternative stellt jedoch das nachfolgende Verfahren dar. 
Die Luciferaseaktivität der lysierten Tumoren wurde mit einem Luminometer quantifiziert und die 
erhaltenen Werte relativ zu deren Proteinkonzentrationen errechnet. So konnten Nekrosen, Zysten 
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und Blutungen vernachlässigt werden. Hierbei konnte eine Reduktion der Luciferaseaktivität in der 
Behandlungsgruppe nachgewiesen werden. Mit den verschiedenen Verdünnungen konnte außerdem 
ein linearer Zusammenhang zwischen der Proteinkonzentration und den RLU gezeigt werden. Dieses 
Modell ist für die Quantifizierung der Luciferaseaktivität in Glioblastomen aus G55T2-Luc-GFP-Zellen 
ein geeignetes Verfahren. Es konnte gezeigt werden, dass die siRNA siLuc3 erfolgreich in die G55T2-
Luc-GFP-Zellen transfiziert wurde. LP10Y eignet sich also zur Einschleusung von siRNA und könnte ein 
vielversprechendes Nanotherapeutikum darstellen. Es handelt sich hierbei um ein geeignetes 
Verfahren zur Untersuchung der Transfektionseffizienz von PEI-Komplexen.  
 
5.2 Orthotopes Xenograft 
Im Rahmen dieser Dissertation sollte ein orthotopes Glioblastom-Xenotransplantatmodell in der 
Maus etabliert werden. Es sollten optimale Durchführungsprotokolle erstellt und die 
Wachstumskinetik der Tumoren charakterisiert werden. Außerdem sollte eine lokale therapeutische 
Intervention mit den PEI-siRNA bzw. antimiR- Komplexen LP10Y-siPLK1 und PEI-F25/155-ZEN erfolgen 
und der Verlauf unter anderem mittels Biolumineszenzimaging überwacht werden. Zur 
Quantifizierung des Behandlungserfolges sollten die tumortragenden Hirne immunhistochemisch 
untersucht werden.  
Das im Zuge dieser Arbeit etablierte orthotope Xenotransplantatmodell mit der Zelllinie G55T2-Luc-
GFP führte ohne zusätzliche genetische Manipulation zu schnell wachsenden Glioblastomen in 
Maushirnen. Die einzige Modifikation der Zellen, die lentivirale Transduktion mit GFP und Luc, diente 
dem besseren in vivo Monitoring und veränderte das biologische Verhalten der Zellen nicht. Die 
Inokulation von 300.000 Zellen in 2 µl war ausreichend, um bei bis zu 96,6 % der Versuchstiere 
Tumore zu induzieren, was die hohe Tumorigenität der Zellen unterstreicht. Das G55T2-Luc-GFP 
Glioblastom-Modell zeigte einige für das humane Glioblastom typische Eigenschaften, beispielsweise 
dass seine Erscheinungsform mit Einblutungen, Nekrosen und Zysten sehr verschieden sein kann 
(BAILEY et al. 1926). Auch typische histopathologische Eigenschaften wie mitotische Aktivität, 
zytologische Malignität und mikrovaskuläre Proliferation waren vorhanden. Üblicherweise handelt es 
sich bei GBM um infiltrativ wachsende Neoplasien (LOUIS et al. 2007). Diese Eigenschaft ist mit der 
Zelllinie G55T2-Luc-GFP kaum gegeben, da diese Tumoren ein gut abgegrenztes Wachstum mit wenig 
Migration und Metastasierung zeigten. Dieses Modell eignet sich jedoch mit anderen Zelllinien auch 
zur Erforschung der Invasivität von GBM (MARTENS et al. 2008, KATHAGEN-BUHMANN et al. 2018). 
Im Hinblick auf die Metastasierung ist dies jedoch noch nicht abschließend zu beurteilen, da eine 
Kontamination der Seitenventrikel bei der Tumorzellinjektion, bedingt durch die Technik, zwar 
äußerst unwahrscheinlich, jedoch nicht vollkommen auszuschließen ist. Der sich alle 2 d 
wiederholende Eingriff und vor allem das regelmäßige Öffnen und Schließen der Haut über dem 
Implantat führte nicht zu Wundheilungsstörungen oder Infektionen, bedurfte jedoch eines guten 
Wund- und Hygienemanagements sowie angemessener chirurgischer Fertigkeiten. Die Auffrischung 
der Wundränder sowie die Gewährleistung einer ausreichenden Durchblutung durch bedachte und 
auf ein Minimum reduzierte Stichführung bei der Hautnaht war wiederholt zu beachten. Die geringe 
Mortalitätsrate von bis zu 0 % spricht ebenfalls für eine Eignung des Modells. Die Transplantation von 
menschlichen Tumorzellen in das Gehirn von immunsupprimierten Mäusen ist eine etablierte 
Methode zur Untersuchung von Glioblastomen (LAL et al. 2000, DONOGHUE et al. 2011). Das im Zuge 
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dieser Arbeit etablierte Glioblastom-Modell ist ein valides Modell mit verschiedenen Eigenschaften 
humaner Glioblastome. Es stellt ein gut reproduzierbares und genetisch unmanipuliertes 
Xenograftmodell dar, welches die Untersuchung von Wachstums- und Migrationsverhalten mit und 
ohne therapeutische Intervention sowie des Behandlungserfolges,  erlaubt. Zukünftig kann es helfen, 
neue effektive Therapiestrategien zu entwickeln. 
Ein Tumorwachstum von in das rechte Striatum injizierten G55T2-Luc-GFP-Glioblastomzellen in vivo 
konnte in dieser Arbeit mit Biolumineszenzimaging nicht verfolgt werden, da die umliegenden 
Gewebe die Lumineszenz vollständig abschirmten. Die Photonenintensität verringert sich um ein 
Zehnfaches pro cm Gewebetiefe (SATO et al. 2004) und wird von Knochen stärker abgeschirmt als 
von Weichgewebe, da die Gewebedichte von Knochen höher ist (LAMBERT 1760, DIETRICH et al. 
2012). Die Anwendung von BLI wird durch die eingeschränkte Durchdringtiefe von Licht durch die 
verschiedenen Gewebe limitiert. Gut abgeschirmte Tumore werden unter Umständen gar nicht 
detektiert. Um die Detektion von orthotopen Glioblastomen in vivo zu ermöglichen, wird eine höhere 
Sensitivität benötigt. Es könnte auf längere Belichtungszeiten (1-5 min statt 40 s) oder die Detektion 
von Wellenlängen nahe des Infrarotbereichs zurückgegriffen werden (PERKINELMER 2009, BADR et 
al. 2011). Da die Verwendung von derart langen Belichtungszeiten eine deutliche Verlängerung der 
Untersuchungszeit bedeutet hätte, wurden sie nicht durchgeführt. Eine lange Narkose wirkt sich 
negativ auf den Stoffwechsel von Mäusen aus erhöht das Narkoserisiko (CONSTANTINIDES et al. 
2016, HOHLBAUM et al. 2016) und könnte die Lichtabgabe der Tumorzellen und damit die 
Bildqualität beeinträchtigen, da die Lumineszenz bereits nach wenigen Minuten wieder deutlich 
absinkt (PERKINELMER 2009). Aufnahmen mit Biolumineszenzimaging am dekapitierten Tier ohne 
Kopfhaut, sowie am explantierten Hirn sind möglich, schließen jedoch natürlich die kontinuierliche 
Verfolgung des Wachstums in vivo aus. Des Weiteren müssen die Aufnahmen sehr schnell nach der 
Euthanasie der Tiere erfolgen, da das für die Luciferin-Luciferase-Reaktion nötige ATP in toten Tieren 
sehr schnell aufgebraucht ist und nicht mehr produziert werden kann. Um das Tumorwachstum in 
vivo zu verfolgen können auch andere Varianten der Bildgebung, wie beispielsweise CT oder MRT 
genutzt werden (KOO et al. 2006). Hierbei wären jedoch der hohe technische und zeitliche Aufwand, 
die tierschutzrechtliche Vertretbarkeit und die Artefaktbildung durch das Implantat zu beachten.  
 
Mit dieser Arbeit sollten durch die Verwendung von siRNAs bzw. AntimiRs im Rahmen der RNA-
Interferenz Strategien entwickelt werden, mit denen eine Grundlage für die spezifisch auf ein 
bestimmtes Gen gerichtete Glioblastomtherapie geschaffen werden kann. Die Therapie eines 
Glioblastoms ist gegenwärtig immer noch schwierig und eine vollständige Heilung nicht möglich 
(KHURSHED et al. 2017). Neue Ansätze für eine Therapie werden daher dringend benötigt. Bei 
aktuellen Therapiemethoden wie Chemotherapie und Bestrahlung werden auch benachbarte 
Gewebe, sowie andere stark proliferierende Gewebe geschädigt (GAO et al. 2019). Die in dieser 
Arbeit entwickelten Strategien zur Hemmung des Tumorwachstums greifen spezifisch auf der Ebene 
der mRNA an. Die hier gewählten Targets, die Polo-like-Kinase-1 und die Micro-RNA-155, sind 
vielversprechend, da sie in Glioblastomen überexprimiert werden (CLAY et al. 1993, D'URSO et al. 
2012) und somit ihre Inhibition gezielt das Wachstum der GBM hemmt und gesunde Gewebe kaum 
beeinträchtigt. Die lokale therapeutische Intervention mit dem PEI-siRNA-Komplex LP10Y-siPLK1 oder 
dem PEI-AntimiR-Komplex PEI-F25/155-ZEN eröffnet neue interessante Möglichkeiten für die 
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Entwicklung von Nano-Therapeutika. Diese Therapie hat sich im Tiermodell als effektiv zur 
Behandlung orthotoper Glioblastome erwiesen. Die histologisch nachgewiesene Reduktion der 
Tumorgröße in der Behandlungsgruppe mit LP10Y-siPLK1, die immunhistochemisch nachgewiesene 
Apoptose, die Tendenz zur Reduktion der Proliferation und Migration, die verminderte Expression 
von PLK1 im Tumorgewebe und die gesteigerte Überlebensrate sprechen für eine gute biologische 
Aktivität, niedrige Zytotoxizität, eine gute Knockdowneffizienz und somit auch therapeutische 
Effizienz des PEI-siRNA-Komplexes in vivo. Die histologisch nachgewiesene Reduktion der 
Tumorgröße in der Behandlungsgruppe mit PEI-F25/155-ZEN, die immunhistochemisch 
nachgewiesene Apoptose, die Tendenz zur Reduktion der Proliferation und Migration sprechen für 
eine gute biologische Aktivität, niedrige Zytotoxizität, eine gute Knockdowneffizienz und somit auch 
therapeutische Effizienz des PEI-antimiR-Komplexes in vivo. 
  
5.3 Tissue Slice Cokulturen 
Im Rahmen dieser Dissertation sollten erstmals Tissue Slice Cokulturen aus Maushirnen mit 
orthotopen Xenotransplantaten hergestellt und durch immunhistochemische Untersuchungen 
bezüglich des Tumorwachstums und der Invasivität in das umliegende Normalgewebe charakterisiert 
werden. Tissue Slice Cokulturen, beispielsweise aus Spheroiden, wurden bereits für Untersuchungen 
zur Invasivität und Inhibition genutzt (SIDORCENCO et al. 2019 eingereicht). 
Die besonders schlechte Prognose, die GBM auch nach umfangreichen chirurgischen Eingriffen, 
Radio- und Chemotherapie unheilbar macht, beruht hauptsächlich auf der umfassenden Infiltration 
von Tumorzellen in das umliegende Normalgewebe. Standardtherapien konzentrieren sich vor allem 
auf den Haupttumor. Das tiefere Verständnis der Tumorzellinvasion in das umliegende Gewebe und 
die Entwicklung neuer Strategien für deren Hemmung ist von großer Bedeutung. Durch klassische 
Zellkulturmodelle kann das Migrationsverhalten nicht ausreichend beurteilt werden, da sie der 
Komplexität des Gewebes in vivo nicht entsprechen und beispielsweise keine natürlichen Barrieren 
für die eindringenden Zellen oder Interaktionen mit anderen Zellen vorhanden sind. Subkutane 
Xenotransplantate für Tissue Slice Cokulturen zu nutzen wäre zwar weniger aufwändig, würde jedoch 
auch damit einhergehen, dass die Tumore nicht in ihrer natürlichen Umgebung gewachsen sind und 
sich möglicherweise anders verhalten.  
Es konnte festgestellt werden, dass Xenografts aus G55T2-Luc-GFP-Zellen in den verschiedenen 
Hirnabschnitten unterschiedliches Migrationsverhalten zeigen. Die auf dem Cortex wachsenden 
Tumore waren kleiner als die auf dem Striatum wachsenden Tumore, wiesen jedoch mehr Migration 
in das umliegende Hirngewebe und mehr raumforderndes Wachstum im Verhältnis zum nicht 
raumfordernden Wachstum auf. Der Tumor-Invasionsindex (Verhältnis der migrierenden Zellen zur 
Länge des Tumors) des Xenografts im Cortex ist höher als der im Striatum. Es ist also möglich 
Untersuchungen zum Migrationsverhalten in den verschiedenen Bereichen des Hirns anzustellen und 
zu vergleichen. Das im Zuge dieser Arbeit etablierte Tissue Slice Cokultur-Modell aus orthotopen 
Glioblastomen ist ein neues, geeignetes und gut reproduzierbares Modell, welches die Untersuchung 
von Wachstums- und Migrationsverhalten mit und ohne therapeutische Intervention, sowie des 
Behandlungserfolges  erlaubt. Das neue und besonders ansprechende an diesem Modell ist, dass die 
Tumore in ihrer natürlichen Umgebung, dem Hirn, gewachsen sind und sich in der Cokultur weiterhin 
sehr ähnlich der Originalsituation verhalten können. Es bietet eine organtypische Mikroumgebung 
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mit der erforderlichen zellulären Komplexität. Zukünftig kann es helfen, neue effektive 
Therapiestrategien zu entwickeln. Besonders attraktiv ist, dass aus nur einem tumortragenden und 
einem gesunden Tier bis zu 30 Cokulturen und daraus wiederum hunderte immunhistochemische 
Präparate gewonnen werden können. Dies ist aus tierschutzrechtlicher und finanzieller Hinsicht ein 
besonderer Vorteil.  
 
5.4 Ausblick 
In zukünftigen Experimenten könnte die Luciferaseaktivität von lysierten s.c. gewachsenen Tumoren 
im Bezug zu deren Proteinkonzentration als Untersuchungsmodel für die Transfektionseffizienz 
verschiedener PEI-Komplexe dienen. Es könnte natürlich auch bei anderen Tumorarten als dem 
Glioblastom Anwendung finden. Die Untersuchung der Transfektionseffizienz von PEI-Komplexen 
mittels BLI könnte ein geeignetes Verfahren für Tumore sein, welche nicht zur Ausbildung von 
zentralen Nekrosen, Zysten und Einblutungen neigen. Zukünftig sollten dennoch weitere 
Untersuchungen zum in vivo-Imaging für das Monitoring eines Luciferase-Knockdowns und von 
Tumorwachstum erfolgen.  
Bei zukünftigen Experimenten könnte das orthotope Xenotransplantatmodell auch für andere 
Glioblastomlinien oder andere intrakraniell vorkommende Tumorarten genutzt werden, um deren 
Wachstumskinetik zu charakterisieren und um die Einflüsse verschiedener therapeutischer 
Interventionen zu beurteilen. Langsamer wachsende Zelllinien , wie beispielsweile die Glioblastom-
zelllinie U87, würden vermutlich häufigere Behandlungen über einen längeren Zeitraum zulassen, 
bevor der human endpoint erreicht ist. Des Weiteren zeigt diese Zelllinie mehr Migration und 
Metastasierung, was sie für die Erforschung der Invasivität attraktiv macht. Es könnten weiterhin 
verschiedene Nanopartikel-siRNA-Systeme aus der AG Aigner, auch mit siRNAs gegen andere 
Zielgene oder miRNAs, eingesetzt und miteinander verglichen werden. Ein weitergehender Vergleich 
mit Ergebnissen aus Experimenten mit Tissue-Slice-Cokulturen könnten weitere Erkenntnisse 
erbringen. Zur Beurteilung der Tumoren mittels BLI könnten weitere Untersuchungen mit anderen 
Einstellungen, beispielsweise längere Belichtungszeiten, angestellt werden. Außerdem wären andere 
bildgebende Verfahren, wie CT oder MRT, eine Möglichkeit das Wachstum von Tumoren in vivo zu 
verfolgen. Histologisch könnten weitere Eigenschaften der Tumoren beurteilt werden. Beispielsweise 
könnten Mitoseraten ausgezählt und verglichen werden. Andere immunhistochemische Marker 
könnten außerdem Auskunft über die Vaskularisierung der behandelten und unbehandelten 
Tumoren geben.  
In zukünftigen Experimenten könnten die Tissue Slice Cokulturen verschiedenen therapeutischen 
Interventionen mit PEI-Komplexen ausgesetzt und die jeweiligen Auswirkungungen auf diese 
quantifiziert werden. Andere Zelllinien zeigen möglicherweise ein anderes Migrationverhalten und 
eine langsamere Wachstumsrate, was häufigere Behandlungen über einen längeren Zeitraum 
zuließe. Die Bestimmung der molekularen Determinanten, die für die Migration und das Wachstum 
verantwortlich sind, sowie deren Unterschiede zwischen Zelllinien mit unterschiedlichem 
Wachstums- und Migrationsverhalten, könnten bedeutende Erkenntnisse erbringen. Zukünftig 
könnte ein Vergleich zwischen dem ex vivo-Model (Tissue Slice-Cokulturen) und den in vivo-Modellen 
(s.c. bzw. orthotopes Xenotransplantatmodel) erfolgen, um das vorteilhaftere Model zu bestimmen 
und um die geeignetsten Zielgene, sowie die effizientesten siRNAs bzw. Kombinationstherapien zu 
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bestimmen. Des Weiteren könnten andere immunhistochemische Marker eingesetzt werden, um 
beispielsweise Apoptose in behandelten und unbehandelten Tissue Slice Cokulturen zu beurteilen. 
Als Vorexperimente hierzu könnten Tissue Slice Cokulturen mit s.c. gewachsenen Glioblastomen 
genutzt werden, bevor man die invasivere und aufwändigere Methode der orthotopen 
Xenotransplantate wählt. 
Zukünftig könnten außerdem weitergehende Untersuchungen zu den ZEN-Oligonukleotiden in 
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Schlüsselwörter: Glioblastom, RNAi, Polyethylenimine (PEI), siRNA, AntimiR, Xenograft  
Einleitung: Glioblastoma multiforme (GBM) gehören zu den häufigsten und bösartigsten 
Hirntumoren. Eine vollständige Heilung ist derzeit noch nicht möglich.  
Ziele: Es wurde ein orthotopes GBM-Xenotransplantat-Modell in der Maus etabliert, optimale Durch-
führungsprotokolle wurden erstellt und die Wachstumskinetik der Tumoren charakterisiert. Außer-
dem erfolgte eine lokale therapeutische Intervention mit Komplexen aus Polymeren und siRNAs 
(small interfering RNAs) bzw. AntimiRs (Anti-micro-RNAs) und der Verlauf wurde mittels Biolumines-
zenz-imaging (BLI) überwacht. Die tumortragenden Hirne wurden immunhistochemisch untersucht. 
Neben der Therapie wurden erstmals Tissue Slice Cokulturen aus Maushirnen mit orthotopen Xeno-
transplantaten hergestellt und durch immunhistochemische Untersuchungen bezüglich des Tumor-
wachstums und der Invasivität in das umliegende Normalgewebe charakterisiert. Des Weiteren 
wurde ein subkutanes (s.c.) Xenotransplantat-Modell etabliert, dessen Tumorwachstum mittels BLI 
überwacht wurde, welches eine therapeutische Applikation von PEI-komplexierten siRNAs enthielt 
und deren Tumoren mittels Messung der Proteinkonzentration und der Lumineszenz charakterisiert 
wurden. Mit dieser Arbeit wurden durch die Verwendung von siRNAs bzw. AntimiRs im Rahmen der 
RNA-Interferenz Strategien entwickelt, mit denen eine Grundlage für die spezifisch auf ein 
bestimmtes Gen gerichtete GBM-Therapie geschaffen werden konnte. 
Tiere, Material, Methoden: In insgesamt 190 immundefizienten Mäusen wurden s.c. und orthotope 
Xenotransplantate aus der Reporterzelllinie G55T2-Luc-GFP hergestellt. Eine Behandlungsgruppe mit 
s.c. Xenotransplantaten bestand aus 7-8 Tieren. Die Behandlungsgruppe erhielt intraperitoneale (i.p.) 
Injektionen des PEI-siRNA-Komplexes LP10Y-siLuc3 (LP10Y: AG Aigner, Universität Leipzig, Deutsch-
land, siLuc3: Eurogentec, Belgien), während die Negativkontrollgruppe (NC) i.p. Injektionen mit dem 
Komplex LP10Y-siLuc2 erhielt. Diese Behandlung erfolgte 3 x wöchentlich über 6-12 d. Das Wachstum 
der Tumore wurde mit BLI in vivo verfolgt und die Lumineszenz im zeitlichen Verlauf gemessen. Die 
Tumore wurden lysiert und deren Lumineszenz bezogen auf die Proteinkonzentration gemessen. Für 
das orthotope Xenotransplantat wurde eine Schraube mit Führungskanal (Screw guide, Plastics One, 
USA) 1 mm rostral und 2 mm lateral des Bregmas stereotaktisch implantiert. Mit einer 
Mikroinfusionspumpe und einer Mikrodosierspritze wurden die Zellen über den Führungskanal mit 
12 µl/ h in das rechte Striatum injiziert. 5-7 d nach der Inokulation der Zellen erfolgte das Einbringen 
von 3 µl der PEI-AntimiR bzw. siRNA-Komplexe PEI/antimiR-155-Komplex (PEI: AG Aigner, Universität 
Leipzig, Deutschland, AntimiR 155-ZEN: Integrated DNA Technologies, USA) bzw. LP10Y-siPLK1 (PLK1: 
Eurogentec, Belgien). Die Tiere der NC wurden mit den Komplexen PEI/antimiR-NC5-Komplex bzw. 
LP10Y-siLuc3 behandelt. Zum Vergleich wurde eine Gruppe gar nicht behandelt. Die Behandlung 
erfolgte 3 x wöchentlich über 12 d. Eine Behandlungsgruppe bestand aus 10 randomisiert verteilten 
Tieren. Das Wachstum wurde in vivo mit BLI verfolgt. Die Hirne wurden entnommen und mit einem 
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Vibratom Gewebeschnitte erstellt, die mit Kresylviolett gefärbt und an denen mit einer Bildbearbei-
tungssoftware die Tumorflächen ausgemessen wurden. Außerdem wurden mit einem Mikrotom 
Paraffinschnitte hergestellt und diese immunhistochemisch beurteilt. Es wurden Tissue Slice 
Cokulturen aus unbehandelten Tumoren und gesundem Gewebe des Striatums bzw. Cortex erstellt 
und aus diesen ebenfalls Paraffinschnitte hergestellt, welche immunhistochemisch beurteilt wurden. 
Ergebnisse: Es konnte gezeigt werden, dass ein Tumorwachstum s.c. injizierter GBM-Zellen in vivo 
mit BLI verfolgt werden kann und dass die siRNA siLuc3 mit LP10Y erfolgreich in G55T2-Luc-GFP ein-
geschleust wurde. Bei der Untersuchung der Luciferaseaktivität bezogen auf die Proteinkonzentrati-
on der lysierten  s.c. Tumoren konnte eine Reduktion der Lumineszenz in der Behandlungsgruppe 
nachgewiesen werden. Das orthotope Xenotransplantat-Modell wies eine Tumoranwuchsrate von bis 
zu 96 % und eine Mortalitätsrate von bis zu 0 % auf. Das Tumorwachstum konnte nicht in vivo mit BLI 
verfolgt werden, da die umliegenden Gewebe die Lumineszenz vollständig abschirmten. Bei den Be-
handlungen mit LP10Y-siPLK1 und dem PEI/antimiR-155-Komplex konnte histologisch eine Reduktion 
der Tumorgröße und immunhistochemisch Apoptose und eine Tendenz zur Reduktion der Proliferati-
on und Migration nachgewiesen werden. In der Behandlungsgruppe mit LP10Y-siPLK1 konnte außer-
dem eine verminderte Expression von PLK1 im Tumorgewebe und eine gesteigerte Überlebensrate 
nachgewiesen werden. Mit den Tissue Slice Cokulturen konnte festgestellt werden, dass die Xeno-
transplantate in den verschiedenen Hirnabschnitten unterschiedliches Migrationsverhalten zeigen. 
Die auf dem Cortex wachsenden Tumore waren kleiner als die auf dem Striatum wachsenden Tumo-
re, wiesen jedoch mehr Migration in das umliegende Hirngewebe und mehr raumforderndes Wachs-
tum im Verhältnis zum nicht raumfordernden Wachstum auf. Das Verhältnis der migrierenden Zellen 
zur Länge des Tumors des Xenotransplantats im Cortex wies höhere Werte auf als das im Striatum. 
Schlussfolgerungen: LP10Y eignet sich zur Einschleusung von siRNA und könnte ein vielversprechen-
des Nano-Therapeutikum darstellen. Das BLI von Luciferase exprimierenden, s.c. Tumoren ist ein gu-
tes Verfahren zur Verfolgung der Wachstumskinetik. Es scheint sich jedoch nicht zur Untersuchung 
der Transfektionseffizienz von PEI-Komplexen zu eignen, da die Erscheinungsform von Glioblastomen 
mit Einblutungen, Nekrosen und Zysten sehr verschieden sein kann. Es ist also möglich dass die 
Tumoren unterschiedlich viele lebende Zellen pro Volumen mit entsprechender Luciferaseaktivität 
aufweisen. Alternativ dazu ist das Untersuchungsmodell der Lumineszenz bezogen auf die Protein-
konzentration lysierter Tumoren ein geeignetes Verfahren für die Quantifizierung der Luciferaseakti-
vität und der Transfektionseffizienz von PEI-Komplexen in GBM. Das im Zuge dieser Arbeit etablierte 
orthotope Xenotransplantat-Modell ist ein valides Modell mit verschiedenen Eigenschaften humaner 
GBM. Die Ergebnisse aus den Behandlungen der orthotopen GBM mit den PEI-siRNA bzw. AntimiR-
Komplexen sprechen für eine gute biologische Aktivität, niedrige Zytotoxizität, eine gute 
Knockdowneffizienz und somit auch therapeutische Effizienz der Komplexe in vivo. Das orthotope 
Xenotransplantat-Modell und die Tissue Slice Cokulturen stellen geeignete, gut reproduzierbare und 
genetisch unmanipulierte Modelle dar, welche die Untersuchung von Wachstums- und 
Migrationsverhalten mit und ohne therapeutische Intervention, sowie des Behandlungserfolges  
erlauben. Beide Polymere könnten vielversprechende Nano-Therapeutika darstellen. Ein neues ex-
vivo-Modell, in dem die GBM in ihrer natürlichen Umgebung gewachsen sind und sich in der Cokultur 
weiterhin sehr ähnlich der Originalsituation verhalten können, wurde etabliert. Für die Statistiken 
wurde, zum Vergleich von Gruppen, der One-Way ANOVA-Test von SigmaPlot 13 verwendet. 
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Introduction: Glioblastoma multiforme (GBM) are among the most common and malignant brain 
tumors. A complete cure is currently not possible. 
Objectives: In this dissertation, an orthotopic mouse-GBM-xenograft model was established, optimal 
protocols were created, and tumor growth kinetics were characterized. In addition, there was a local 
therapeutic intervention with complexes of polymers and siRNAs (small interfering RNAs) or antimiRs 
(anti micro RNAs) and the course was monitored by means of bioluminescence imaging (BLI). The 
tumor-bearing brains were examined by immunohistochemistry. In addition to therapy, tissue slice 
cocultures from mouse brains with orthotopic xenografts were produced for the first time and 
characterized by immunohistochemistry studies on tumor growth and invasiveness in the 
surrounding normal tissue. Furthermore, a subcutaneous (s.c.) xenograft-model was established in 
which the tumor growth was monitored by BLI, a therapeutic application of PEI-complexed siRNAs 
takes place and the tumors were characterized by measuring protein concentration and 
luminescence. In this work, the use of siRNAs or antimiRs in the context of RNA interference was 
used to develop strategies to create a basis for specific GBM therapy targeted to a particular gene. 
Animals, material, methods: In a total of 190 immunodeficient mice s.c. and orthotopic xenografts 
were prepared from the reporter cell line G55T2-Luc-GFP. One treatment group with s.c. xenografts 
consisted of 7-8 animals. The treatment group received intraperitoneal (i.p.) injections with the PEI-
siRNA complex LP10Y-siLuc3 (LP10Y: AG Aigner, University of Leipzig, Germany; siLuc3: Eurogentec, 
Belgium), while the negative control group (NC) got i.p. Injections with the complex LP10Y-siLuc2. 
This treatment was performed 3 times a week for 6 -12 d. Tumor growth was monitored in vivo by 
BLI, and the luminescence was measured over time. Subsequently, the tumors were lysed and their 
luminescence based on the protein concentration was measured. For orthotopic xenografts, a guide 
screw (Screw guide, Plastics One, USA) was stereotactically implanted 1 mm rostral and 2 mm lateral 
to the bregma. Using a microinfusion pump and a microdosing syringe, the cells were injected via the 
guide channel at 12 μl / h into the right striatum. 5-7 d after the inoculation of the tumor cells, the 
introduction of 3 µl of PEI-AntimiR or siRNA complexes PEI/antimiR-155-complex (PEI-F25: AG Aigner, 
University of Leipzig, Germany; AntimiR 155-ZEN: Integrated DNA Technologies,USA) or LP10Y-siPLK1 
(PLK1: Eurogentec, Belgium) was carried out. The animals of the NC were treated with the complexes 
PEI/antimiR-NC5-complex and LP10Y-siLuc3, respectively. For comparison, one group was not treated 
at all. The treatment took place 3 times a week for 12 d. One treatment group consisted of 10 
randomly distributed animals. Growth was followed in vivo by BLI. The brains were removed and 
tissue slices were made with a vibratome, which were stained with cresyl violet and on which the 
tumor surfaces were measured using image processing software. In addition, paraffin slices were 
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prepared with a microtome and assessed immunohistochemically. Furthermore, tissue slice 
cocultures were prepared from untreated tumors and healthy tissue of the striatum or cortex and 
from these paraffin slices were also prepared, which were assessed immunohistochemically. 
Results: It could be shown that tumor growth of s.c. injected GBM cells can be monitored in vivo with 
BLI and the siRNA siLuc3 was successfully introduced with LP10Y into the G55T2-Luc-GFP cells. In the 
study of luciferase activity relative to the protein concentration of the lysed s.c. Tumors showed a 
reduction of the luminescence in the treatment group. The orthotopic xenograft model had a tumor 
growth rate of up to 96 % and a mortality rate of up to 0 %. Tumor growth could not be followed in 
vivo with BLI, as the surrounding tissues completely shielded the luminescence. In the LP10Y-siPLK1 
and PEI/antimiR-155-complex treatments histological reduction of tumor size and 
immunohistochemical apoptosis and a tendency to reduce proliferation and migration could be 
demonstrated. In the treatment group with LP10Y-siPLK1 a reduced expression of PLK1 in the tumor 
tissue and an increased survival rate could be detected. With the tissue slice cocultures could be 
determined that xenografts showed different migration behavior in the different parts of the brain. 
The tumors growing on the cortex were smaller than the tumors growing on the striatum, but 
showed more migration into the surrounding brain tissue and more space-occupying growth in 
relation to the non-space-occupying growth. The ratio of migrating cells to the length of tumor from 
the xenografts in the cortex was higher than that in the striatum. 
Conclusions: LP10Y is suitable for transfecting siRNA and could be a promising nano-therapeutics. 
The BLI of luciferase expressing, s.c. Tumors is a good way to track growth kinetics. However, it does 
not appear to be suitable for studying the transfection efficiency of PEI complexes, since the 
appearance of glioblastomas with hemorrhages, necroses and cysts can be very different. It is thus 
possible that the tumors have different numbers of living cells per volume with corresponding 
luciferase activity. Alternatively, the investigation model of the luminecence releated to the protein 
concentration of lysed tumors is a convenient method for quantifying the luciferase activity and 
transfection efficiency of PEI complexes in GBM. The orthotopic xenograft model established in the 
course of this work is a valid model with different properties of human GBM. The results of the 
orthotopic GBM treatments with the PEI-siRNA and AntimiR-complexes, respectively, indicate good 
biological activity, low cytotoxicity, good knockdown efficiency and thus also therapeutic efficiency of 
the complexes in vivo. The orthotopic xenograft model and the tissue slice cocultures represent a 
suitable, well reproducible and genetically unmanipulated model that allows the study of growth and 
migration behavior with and without therapeutic intervention, as well as the treatment success. Both 
polymers could be promising nano-therapeutics. A new ex-vivo model in which the GBM have grown 
in their natural environment and continue to behave very much like the original situation in coculture 
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